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Abstract
This work is dealing with the biological impact of similarities between chemi-
cal structures, protein sequence motifs and local sequence surrounding as well
as global sequence similarity. All four aspects are analyzed by computational
methods.
The first part is dealing with chemical similarities. Based on a recently
published set of prion protein misfolding inhibitors, a data base of approved
drugs has been screened for compounds with chemical and structural similar-
ities to these substances. 16 drugs are proposed as new potential inhibitors
of prion protein aggregation.
The next part addresses similarities of sequence motifs which mediate the
interaction with the peroxisomal membrane protein import receptor Pex19.
In cooperation with an experimental group, the binding site could be charac-
terized, and amino acid preferences of the different positions of the motif have
been determined. The binding motif is a probably helical region of target
proteins bearing branched aliphatic and basic residues. A position specific
scoring matrix for the prediction of Pex19 binding sites could be generated
and validated.
The relation between local sequence similarity and prolyl bond confor-
mation is examined in the third part. Amino acid preferences of neighboring
residues differ between cis and trans prolyl residues, and both species show
different amino acid exchange patterns upon mutation. In contrast to local
sequence similarity, overall sequence similarity between proteins as low as
20% is a much better indicator for the occurrence of cis prolyl bonds.
The last part focuses on inverse sequence similarity between proteins
which occurs far more often than expected by chance. Proteins from a nonre-
dundant data set have been aligned in parallel and antiparallel, and structural
similarities between the detected protein pairs have been examined. It could
be shown that, with the exception of short secondary structural elements,
inverse sequence similarity does not imply structural similarity.
Keywords:
sequence analysis, protein folding, cis proline, binding site
Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit untersucht mit bioinformatischen Methoden die bio-
logische Bedeutung von Ähnlichkeiten in Kleinstrukturen und peptidischen
Sequenzmotiven sowie lokaler und globaler Sequenzähnlichkeit.
Der erste Teil der Arbeit behandelt chemische Ähnlichkeiten. Ausgehend
von bekannten Inhibitoren der Fehlfaltung des Prionproteins wurde eine Da-
tenbank pharmakologischer Wirkstoffe nach chemisch und strukturell ähnli-
chen Substanzen durchsucht und 16 Substanzen als neue potentielle Inhibi-
toren der Fehlfaltung vorgeschlagen.
Der nächste Teil untersucht Ähnlichkeiten in Sequenzmotiven, die eine
Interaktion mit Pex19, dem Importrezeptor für peroxisomale Membranprote-
ine, vermitteln. In Zusammenarbeit mit einer experimentellen Arbeitsgruppe
konnte die Bindestelle charakterisiert und Präferenzen für bestimmte Amino-
säuren herausgearbeitet werden. Das Bindemotiv ist eine vermutlich helikale
Region mit verzweigtkettigen aliphatischen und basischen Aminosäuren. Aus
experimentellen Daten konnte eine positionsabhängige Vorhersagematrix er-
stellt und validiert werden.
Die Beziehung zwischen lokalen Sequenzähnlichkeiten und der Konfor-
mation von Prolylbindungen in Proteinen ist Thema des dritten Teils. Die
Aminosäurepräferenzen in der Nachbarschaft von cis- und trans-Prolylresten
unterscheiden sich, und beide zeigen unterschiedliche Austauschpräferenzen
bei Mutationen. Im Gegensatz zu lokaler Sequenzähnlichkeit ist eine globa-
le Sequenzähnlichkeit von nur 20% ein wesentlich besserer Indikator für das
Auftreten von cis-Prolylbindungen.
Der letzte Teil befaßt sich mit inverser Sequenzähnlichkeit zwischen Pro-
teinen, die wesentlich öfter auftritt als erwartet. Proteine aus einem nicht-
redundanten Datensatz wurden gleich- und gegenläufig aligniert und struk-
turelle Ähnlichkeiten zwischen den aufgefundenen Proteinpaaren untersucht.
Es konnte gezeigt werden, daß bis auf kurze Sekundärstruktur-Einheiten eine
inverse Sequenzähnlichkeit zwischen Proteinen keine strukturelle Ähnlichkeit
impliziert.
Schlagwörter:
Sequenzanalyse, Proteinfaltung, cis-Prolin, Ligandenbindung
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1.1 Viele Sequenzen, wenige Strukturen
Die Entschlüsselung des humanen Genoms [1] ist nicht nur in der Fachpres-
se mit großer Spannung erwartet worden. In die Verfügbarkeit der DNA-
Sequenzen wurde große Hoffnung gesetzt, was sich nicht zuletzt in der wag-
halsigen Behauptung der Boulevardpresse niederschlug, nach diesem Mei-
lenstein der Forschung seien diverse Krankheiten heilbar (Abb. 1.1). Rasch
machte sich allerdings Ernüchterung breit – der unmittelbare Nutzen der rie-
sigen Flut von Daten schien eher gering.
Abbildung 1.1: Schlagzeile der BILD-Zeitung vom 09. Mai 2000 nach der Sequenzierung
des humanen Chromosoms 21. Das Blatt sieht die Heilung von Depressionen, Alzheimer,
Parkinson und Down-Syndrom kurzfristig bevorstehen.
Schon vor der Sequenzierung des humanen Genoms war 1997 das Erbma-
terial des Bakteriums E. coli [2] und im gleichen Jahr als Ergebnis der bisher
größten internationalen Zusammenarbeit das erste eukaryotische Genom (die
Bäckerhefe S. cerevisiae) publiziert worden [3]. Schon im Genom des Bak-
teriums ist die Funktion eines Großteils der codierten Proteine unbekannt
1
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(Abb. 1.2), in der Hefe konnte sogar nur 43,3% der ca. 6 000 Proteine eine
Funktion zugewiesen werden [4]. Selbst heute liegt der Anteil der annotierten
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Abbildung 1.2: Funktionszuweisung der Proteine im Genom von E. coli. 38% der Pro-
teine sind hypothetisch bzw. können keiner Funktion zugeordnet werden. Daten aus [2].
Eine noch wesentlich größere Lücke klafft allerdings zwischen der Zahl
bekannter Sequenzen und in der Protein Data Bank (PDB [6]) hinterlegten
Proteinstrukturen. Obwohl die Zahl bekannter Strukturen in beeindruckender
Geschwindigkeit steigt und inzwischen bei ca. 30 000 liegt, ist nur ein kleiner
Teil des Sequenzraumes strukturell abgedeckt – in der annotierten SwissProt-
Datenbank [7] sind mittlerweile ca. 170 000 Sequenzen gespeichert, die nicht-
redundante RefSeq-Datenbank des amerikanischen National Cancer Institute
(NCI) [8] umfasst ca. 1 300 000 Sequenzen. Um diese Lücke zu schließen, wird
in der Proteinstrukturfabrik [9], einem weltweiten high throughput-Projekt,
systematisch versucht, eine große Zahl bislang unbekannter Proteine zu kri-
stallisieren und ihre Struktur aufzuklären.
Die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur eines Proteins ist eine wich-
tige Voraussetzung zum Verständnis seiner Wirkungsweise. So läßt sich zum
Beispiel an Strukturen von Enzymen mit gebundenen Substraten oder Sub-
stratanaloga anhand der Kontakte des Substrats mit dem Protein dessen
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Wirkungsmechanismus aufklären. Gut aufgelöste Proteinstrukturen erlauben
auch die Suche nach spezifischen Inhibitoren, die beim drug design passend
zur Bindestelle des Enzyms modelliert werden. Die Herangehensweise besteht
dabei darin, eine dem Substrat strukturell ähnliche Struktur zu finden, die an
das Enzym bindet, chemisch aber nicht umgesetzt werden kann. Vergleiche
von Strukturen mit verschiedenen Inhibitoren geben Hinweise zur Verbesse-
rung von Affinität und Spezifität, indem der Inhibitor genauer an das Enzym
angepasst wird. Als Beispiel sei hier die Suche nach spezifischen Inhibitoren
der HIV-Protease [10] angeführt.
Ein Verständnis des Reaktionsmechanismus eines Enzyms ermöglicht auch
die gezielte Veränderung der Aktivität. Die Kristallstruktur einer reversen
Transkriptase [11] ließ zum Beispiel erkennen, daß ein Phenylalanylrest des
Enzyms in enger Nachbarschaft zum 2’-Kohlenstoffatom des an der Reaktion
beteiligten Desoxyribonukleotids steht. Die Spezifität des Enzyms für Des-
oxyribonukleotide erklärt sich somit durch die sterische Behinderung bei der
Bindung von Nukleotiden mit 2’-OH-Gruppe. Tatsächlich konnte die DNA-
Polymeraseaktivität durch Mutation des entsprechenden Phenylalanylrestes
zu Alanin in eine RNA-Polymeraseaktivität verwandelt werden [12].
Die Untersuchung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen bietet
also weit mehr Information als die bloßen Sequenzen und ist Voraussetzung
für das Verständnis der Funktion eines Proteins.
1.2 Millionen von Kleinstrukturen
Ähnlich sieht die Lage bei chemischen Kleinstrukturen aus. Ständig wer-
den von Synthesechemikern neue Substanzen hergestellt. Zur Zeit sind ca.
2 Millionen Substanzen kommerziell verfügbar [13]. Über die meisten die-
ser Substanzen ist allerdings wenig über ihre Wirkung bekannt. Zielsetzung
der Synthese ist oft die pharmakologische Wirksamkeit gegen Krankheiten –
so werden bereits bekannte Wirkstoffe in chemisch leicht veränderter Form
synthetisiert und getestet.
Es ist davon auszugehen, daß sich unter den vielen Substanzen durchaus
pharmakologisch interessante Wirkstoffe befinden, von deren Wirksamkeit
noch nichts bekannt ist. In der Tat wurden in jüngerer Zeit viele Wirkstof-
fe auch gegen Krankheiten getestet, die von ihrer ursprünglichen Indikati-
on abweichen (zur Übersicht s. [14]). Da die
”
Wiederentdeckung“ von eta-
blierten Wirkstoffen auch umfangreiche klinische Tests zur Toxizität unnötig
macht, ist das Auffinden von Zweitindikationen zugelassener Medikamente
von großem Interesse.
Derartige Tests werden heute meist durch high throughput screening (HTS)
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durchgeführt: Existiert ein einfacher Versuchsaufbau zum Testen der Wirk-
samkeit einer Substanz, werden zehntausende Substanzen getestet. Die Tref-
ferquote ist bei derartigen Verfahren allerdings gering (in der Größenordnung
von 1h), und oft fallen hohe Kosten an. Interessant wäre demnach eine Vor-
auswahl geeigneter Kandidaten – zu den einzelnen Substanzen müßte eine
Aussage getroffen werden, wie wahrscheinlich eine Aktivität ist.
1.3 Aus Ähnlichkeiten lernen
Sowohl zu Proteinen, deren Sequenz bekannt ist, als auch zu chemischen
Kleinstrukturen möchte man also Aussagen treffen, ohne zeit- und kostenin-
tensive Experimente durchführen zu müssen. Informationen über ein neues
Objekt ergeben sich dabei nur durch das Aufspüren von Ähnlichkeiten zu
bereits bekannten Objekten. Dabei ist der Begriff der Ähnlichkeit zwischen
zwei Dingen durchaus nicht immer klar definiert.
Abbildung 1.3: Augenscheinliche Ähnlichkeit zwischen zwei Dingen ist mathematisch
bisweilen schwer faßbar.
Am einfachsten sieht die Situation in der Geometrie aus: Zwei Dreiecke
sind ähnlich, wenn das Verhältnis ihrer Seitenlängen zueinander und damit
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auch die eingeschlossenen Winkel gleich sind. Zwei ähnliche Dreiecke lassen
sich somit durch Vergrößern oder Verkleinern ineinander überführen, und es
gilt das Gesetz der Transitivität: Ist A zu B ähnlich und B zu C, so ist auch
A zu C ähnlich.
Im Falle der Dreiecke liegt dies schlicht daran, daß Dreiecke mit Ausnahme
ihrer Seiten und Winkel keine anderen Eigenschaften besitzen. Komplizierter
gestaltet sich die Situation beim Vergleich komplexerer Dinge. So ist zum
Beispiel das Mädchen in Abb. 1.3 (rechts) dem Hund (links) in Bezug auf
Haarfarbe und Größe ähnlich, jedoch nicht was die Körperbehaarung oder
die Kleidung betrifft.
Im Gegensatz zum Fall der Dreiecke gilt das Gesetz der Transitivität
beim Vergleich anderer Objekte oft nicht. In Abb. 1.4 bestehen zum Beispiel
zwischen den verschiedenen Zeichenketten paarweise Identitäten von 75%,
während die erste Zeile mit der letzten keinen einzigen Buchstaben gemein
hat.
Bei Betrachtung komplexerer Sachverhalte liegt
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Die Worte sind unterein-
ander stark ähnlich, das
letzte besitzt aber keine
Gemeinsamkeiten mit
dem ersten.
somit Ähnlichkeit meist nur in einem Teil der Merk-
male vor. Die Schwierigkeit besteht nun darin, zu
bestimmen, welche Ähnlichkeiten bei einer bestimm-
ten Fragestellung wesentlich sind und welche nicht.
So ist zum Beispiel in der Philosophie die Metho-
de der Ähnlichkeit eine der Methoden zur Unter-
suchung kausaler Zusammenhänge: Wenn zwei oder
mehr Fälle einer zu untersuchenden Erscheinung nur
einen Umstand gemeinsam haben, so liegt in diesem
Umstand die Ursache für das Vorliegen der Erschei-
nung. Ist diese kausale Ähnlichkeit bekannt, so las-
sen sich auch Aussagen über weitere Objekte treffen,
die der Ähnlichkeit genügen.
Um Ähnlichkeiten feststellen zu können, müssen
Objekte verglichen werden. Bei den oben erwähn-
ten Dreiecken ist dies keine große Herausforderung –
wie erwähnt, zeigen diese nur wenige vergleichba-
re Merkmale. Bein Vergleich komplexerer Objekte
muß hingegen eine Auswahl getroffen werden, wel-
che Merkmale miteinander verglichen werden sollen. Um also die für uns
interessanten Objekte Proteine und Kleinstrukturen vergleichen zu können,
sollen hier zunächst deren Merkmale aufgezeigt werden.
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1.4 Ähnlichkeiten zwischen Kleinstrukturen
1.4.1 Vorhandensein chemischer Gruppen
In chemischen Strukturen treten häufig wiederholende Prinzipien auf – jede
Struktur läßt sich so in Bausteine zerlegen, aus denen sie zusammengesetzt
ist. So besitzen zum Beispiel Steroide ein charakteristisches Ringsystem (Abb.
1.5 a). Dieser Baustein wird im Körper in Gestalt von Sexualhormonen und
Kortikoiden, die den Kohlenhydrat- und Mineralstoffwechsel beeinflussen,
verwendet.
Abbildung 1.5: a) Grundgerüst der Sterole, von der sich Sexualhormone und Kortikoide
ableiten. b) Grundgerüst der Phenothiazine, einer Klasse antipsychotischer Medikamente.
c) Trifluoperazin, ein stark potentes Neuroleptikum mit Piperazingruppe. d) Mesoridazin,
ein schwach potentes Neuroleptikum mit Piperidingruppe.
Auch bei pharmakologischen Wirkstoffen trifft man wiederkehrende Struk-
turelemente: So zeigen zum Beispiel die Phenothiazine, eine Gruppe antipsy-
chotischer Wirkstoffe, eine charakteristische Dreiringstruktur (Abb. 1.5 b).
Durch das Anfügen oder Entfernen von chemischen Gruppen können die Cha-
rakteristika von Medikamenten verändert werden – so kann zum Beispiel eine
polare Gruppe die Löslichkeit erhöhen. Für die Wirksamkeit der Medikamen-
te sind dabei oft zentrale Komponenten ausschlaggebend, weitere Gruppen
modifizieren die Affinität oder Spezifität.
Bei Phenothiazinen führt zum Beispiel eine Piperazingruppe (z. B. im
Trifluoperazin, Abb. 1.5 c) zu stark potenten Neuroleptika mit geringer se-
dierender Wirkung, während Komponenten mit Piperidingruppe (z. B. Me-
soridazin, Abb. 1.5 d) eine starke sedierende Wirkung bei geringen extrapy-
ramidalmotorischen Nebenwirkungen aufweisen.
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Um chemische Strukturen miteinander zu vergleichen, wird das Vorhan-
densein der verschiedenen Gruppen in den Substanzen in einem Bitmuster,
dem sogenannten fingerprint (Abb. 1.6 [15]), gespeichert. Dieser stellt eine
Folge von 966 Bits das, in denen gespeichert ist, ob die Struktur bestimmte
Merkmale enthält oder nicht.
Abbildung 1.6: Fingerprint einer Kleinstruktur. Das Vorhandensein oder Fehlen be-
stimmter Strukturmerkmale wird in ein Bitmuster übersetzt.
Um zwei Strukturen miteinander zu vergleichen, müssen nun diese Bitmu-
ster auf Übereinstimmungen geprüft werden. Als Ähnlichkeitsmaß hat sich




mit Nab = positive Bits in beiden Verbindungen, Na = positive Bits in Ver-
bindung a, Nb = positive Bits in Verbindung b. Durch den Koeffizienten
wird die Ähnlichkeit zwischen zwei Substanzen durch eine Zahl zwischen
Null (keine Übereinstimmung) und Eins (identische Strukturen) ausgedrückt,
was die Analyse quantitativer Struktur-Aktivitäts-Relationen (QSAR) er-
möglicht. Ein Tanimoto-Koeffizient von 0,85 kann als guter Indikator für
ähnliche pharmakologische Aktivität interpretiert werden [16, 17]. Ein Ver-
gleich mit anderen Ähnlichkeitsmaßen zeigte, daß der Taminoto-Koeffizient
am deutlichsten zwischen aktiven und inaktiven Substanzen unterscheidet
[18].
1.4.2 Dreidimensionale Struktur
Die Strukturformel einer Substanz zeigt zwar deren chemische Gruppen auf,
vernachlässigt aber die Anordnung der Atome im Raum. Tatsächlich beinhal-
tet selbst eine dreidimensionale Darstellung des Moleküls im Raum nur ein
unvollständiges Modell, da die Bindungen im Molekül flexibel und teilweise
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drehbar sind. Eine realitätsnahe Darstellung eines Moleküls kann durch ei-
ne Gruppe von Konformeren erfolgen, die unterschiedliche Möglichkeiten der
Lage der Atome im Raum darstellen.
Jedes Konformer besitzt dabei eine charakteristische Energie, die nach
der Boltzmann-Verteilung auch ein Maß dafür ist, welcher Anteil der Mole-
küle die jeweilige Konformation annimmt. Das Verhältnis der Auftrittswahr-







Dabei sind Na und Nb die Häufigkeiten der Konformere a und b, ∆E ist
deren Energiedifferenz, k = 1, 38 · 10−23 J
K
die Boltzmann-Konstante und T
die absolute Temperatur.
Die Zahl der Konformere ist von der Anzahl der drehbaren Bindungen
eines Moleküls abhängig – zum Beispiel besitzen Steroide wegen ihres star-
ren Ringsystems nur geringe Flexibilität, während das in Abb. 1.6 gezeigte
Molekül mehrere Konformationen annehmen kann.
Um Ähnlichkeiten zwischen Strukturen detektieren zu können, werden
diese überlagert. Dabei wird die Struktur als Punktwolke im Raum interpre-
tiert und die Translations- und Rotationsbewegung ermittelt, die die Struk-
turen möglichst gut zur Deckung bringt. Bei bekannter Zuordnung der je-
weiligen Atome zueinander ist das Problem eindeutig lösbar [19]. Fehlt diese
Information, sind nur Näherungslösungen möglich [20]. Letztendlich besteht
somit die Schwierigkeit bei der Strukturüberlagerung im Auffinden der rich-
tigen Zuordnung der Atome zueinander.
Dabei muß stets ein Kompromiß gefunden werden zwischen der Überlage-
rung möglichst vieler Atome und einer möglichst guten Deckung der überla-
gerten Atome miteinander. Als Qualitätskriterium für die Deckung gilt dabei
der mittlere quadratische Abstand der überlagerten Atome (root mean square
deviation, RMSD [21]). Um die Güte einer Überlagerung zu beurteilen, kann
ein score verwendet werden, der sich aus dem Produkt des Anteils überla-
gerter Atome A mit der zum negativen RMSD potenzierten Eulerschen Zahl
ergibt: s = A · e−rmsd [20].
Durch 3D-Vergleiche werden so oft Ähnlichkeiten deutlich, die durch 2D-
Vergleiche nicht aufgefunden werden können. Beispielhaft sind in Abb. 1.7
strukturelle Ähnlickeiten von Neuroleptika aufgezeigt, die Nebenwirkungen
erklären [20].
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Abbildung 1.7: 3D-Ähnlichkeiten zwischen Neuroleptika. Die Ähnlichkeit des Neuro-
leptikums Prothipendyl (rechts) zum Antidepressivum Opipramol (links) ist durch 2D-
Vergleiche nicht feststellbar – ein sechsgliedriger Ring ist durch einen siebengliedrigen Ring
ersetzt. Abbildung aus [20].
1.5 Ähnlichkeiten zwischen Proteinen
1.5.1 Sequenzalignments
Wie in Abschnitt 1.1 dargelegt, ist die Zahl bekannter Proteinsequenzen über-
wältigend, während weitere, insbesondere strukturelle Informationen rar sind.
Eine der Hauptaufgaben der Bioinformatik besteht somit darin, aus der blo-
ßen Sequenz eines Proteins weitere, insbesondere funktionelle und struktu-
relle, Informationen abzuleiten. Dazu gehören die Funktion des betreffenden
Proteins, seine phylogenetische Einordnung und Aussagen zur Struktur.
Der erste Schritt ist dabei stets der Vergleich einer neuen Sequenz mit
bereits bekannten Proteinen, das Alignment . Abb. 1.8 zeigt exemplarisch
ein multiples Alignment von Prionproteinen aus verschiedenen Organismen.
Durch das Alignment wird nicht nur die Verwandtschaft der Proteine deut-
lich, es lassen sich auch Bereiche der jeweiligen Proteine einander zuordnen.
Aus der Abbildung wird auch ersichtlich, daß Bereiche gleicher Sekundär-
strukturen auch im Alignment einander zugeordnet werden.
Zur Erstellung eines Alignments wird eine Ähnlichkeitsmatrix zwischen
Aminosäuren benötigt. Ähnliche Aminosäuren sollen möglichst einander zu-
geordnet werden. Da davon auszugehen ist, daß ähnliche Aminosäuren im
Laufe der Evolution häufiger gegeneinander ausgetauscht werden als un-
ähnliche, wird gern auf Austauschmatrizen zurückgegriffen. Die erste Aus-
tauschmatrix wurde 1978 von Margaret Dayhoff [23] berechnet. Aus ca. 100
Proteinen, die untereinander eine Sequenzidentität von über 85% aufwiesen,
wurde die Austauschhäufigkeit der einzelnen Aminosäuren miteinander aus-
gezählt. Die Häufigkeit, mit der ein Aminosäurepaar bei einer angenommenen
gesamten Mutationshäufigkeit von 1% ausgetauscht wird, bezeichnete sie als










































































































Abbildung 1.8: Multiples Alignment von Prionproteinen aus Mensch (hPrP), Huhn
(chPrP), Schildkröte (tPrP) und Frosch (xlPrP) mit Sekundärstruktur-Zuweisungen des
C-terminalen Teils. Schwarz umrandet: Oligorepeats; grün umrandet: GPI-Anker; blau um-
randet: Glycosylierungsstellen; gelb umrandet: konservierte Bereiche; rot umrandet: kon-
servierte, für Stabilität wichtige Bereiche; rot: α-Helix; grün: β-sheet; magenta: 310-Helix.
Die Sekundärstrukturen der alignierten Reste entsprechen einander. Abbildung nach [22].
Jedes Matrixelement ist dabei ein Maß für die Wahrscheinlichkeit, daß
aus der Aminosäure x die Aminosäure y wird. Durch Multiplikation der
Matrix mit sich selbst ergeben sich die angegebenen Wahrscheinlichkeiten
bei einer größeren angenommenen Mutationsrate. Gebräuchlicher sind heute
BLOSUM-Matrizen [24]. Sie beruhen auf lokalen Alignments aus Sequenzen
mit einem bestimmten Prozentsatz an paarweiser Sequenzidentität.
Die Erstellung des Alignments entspricht somit dem Auffinden der best-
möglichen paarweisen Zuordnung von Aminosäuren der beteiligten Proteine
zueinander. Der Algorithmus zum Auffinden des besten globalen Alignments
zwischen zwei Sequenzen stammt von Needleman und Wunsch [25]: Für zwei
Proteine der Längen n und m werden in einer (n + 1) ∗ (m + 1)-Matrix die
Sequenzen der zu alignierenden Proteine waagerecht und senkrecht aufgetra-
gen. Um gaps am Anfang des Alignments zu erlauben, wird in der ersten
Zeile und Spalte jeweils ein Deletionssymbol eingetragen (Abb. 1.9 a).
Jedes mögliche Alignment zwischen zwei Proteinen entspricht nun einem
Pfad in der zweidimensionalen Matrix. Ausgehend vom oberen linken Feld,
das den Wert Null erhält, werden nun die weiteren Felder ausgefüllt. Für
jedes Feld der Matrix gibt es dabei drei Möglichkeiten:
1. Man aligniert die entsprechenden Aminosäuren. Dies entspricht in der
Matrix einem Schritt nach rechts unten. Der Eintrag im entsprechenden
Feld ergibt sich aus der Summe des Feldes links über dem behandelten
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a) - Q G T C
- 0 → -1 → -2 → -3 → -4
↓ ↘
Q -1 2 → 1 → 0 → -1
↓ ↓ ↘ ↘ ↘
C -2 1 2 → 1 2
↓ ↓ ↘ ↘ ↘ ↓
G -3 0 3 → 2 → 1
↓ ↓ ↓ ↘
T -4 -1 2 5 → 4
↓ ↓ ↓ ↓ ↘
C -5 -2 1 4 7
b)
Q - G T C
| | | |
Q C G T C
Abbildung 1.9: Alignment nach Needleman und Wunsch. a) komplett ausgefüllte Matrix.
Pfeile zeigen an, ob jeweils eine Insertion (→), eine Deletion (↓) oder eine Alignierung
(↘) vorgenommen wurde. Hervorgehoben ist der durch backpropagation aufgefundene beste
Pfad; b) fertiges Alignment
Feld und dem der Paarung der Aminosäuren entsprechenden Eintrag
der Substitutionsmatrix.
2. Man fügt eine Lücke, ein gap ein, dies entspricht in der Matrix einem
Schritt nach unten. Der Wert im entsprechenden Feld ergibt sich aus
dem darüber stehenden Feld abzüglich einer gap penalty.
3. Man fügt eine Insertion ein. Dies entspricht in der Matrix einem Schritt
nach rechts. Der Eintrag im entsprechenden Feld ergibt sich aus dem
links benachbarten Feld abzüglich der gap penalty.
Der Eintrag in jedem Feld der Matrix entspricht dem größten der drei
Werte. In Abb. 1.9 ist die Matrix unter Verwendung eines matching score
von 2, eines mismatch score von 0 und einer gap penalty von 1 ausgefüllt.
Der score des Alignments ergibt sich dabei aus dem größten in der Matrix
vorkommendem Wert (7), das Alignment selbst ergibt sich aus dem Pfad,
der die größten Werte enthält und wird durch backpropagation gefunden.
Das Alignment zwischen den beiden Sequenzen ist in Abb. 1.9 b gezeigt. Ein
entsprechendes Verfahren zum lokalen Sequenzalignment geht auf Smith und
Waterman zurück [26].
Statt dieser rechenaufwendigen Verfahren wird heute meist ein heuristi-
sches Verfahren, das basic local alignment search tool (BLAST, [27, 28]),
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verwendet. Das Verfahren beruht darauf, zunächst kurze Stücke großer Ähn-
lichkeit aufzufinden und daraufhin das Alignment zwischen diesen Stücken zu
berechnen, und ist wesentlich schneller als der Smith-Waterman-Algorithmus.
Der Vergleich von Proteinen miteinander durch Alignments liefert also
einen Hinweis auf ihre evolutionäre Verwandtschaft miteinander. Bei Prote-
inen mit hinreichender Sequenzähnlichkeit kann davon ausgegangen werden,
daß sie eine ähnliche Faltung annehmen [29]. Dies ist durch ihre Homolo-
gie miteinander begründet, da eine zur Erfüllung der Funktion erfolgreiche
Faltung im Verlauf der Evolution als konserviert angesehen werden kann.
Ähnlichkeiten in der Sequenz ohne zugrundeliegende Homologie der be-
teiligten Proteine müssen somit auch nicht zwangsläufig auf eine ähnliche
Faltung hinauslaufen (Chamäleon-Sequenzen, s. S. 18). Ein anderes Beispiel
für Ähnlichkeiten zwischen Proteinen ohne evolutionärten Hintergrund stellt
die häufig auftretende inverse Sequenzähnlichkeit [30] dar. Über deren struk-
turelle Bedeutung wird kontrovers diskutiert (s. Kapitel 5.2).
1.5.2 Sequenzmotive
Neben globalen Ähnlichkeiten zwischen Sequenzen, die durch Alignments auf-
gefunden werden, sind für viele Interaktionen kürzere lokale Sequenzbereiche
ausschlaggebend. Als Beispiel seien hier Bereiche, die spezifisch von Binde-
domänen wie PDZ und SH2 erkannt werden, genannt. Auch für posttrans-
lationale Modifikationen wie zum Beispiel Glycosylierungen gibt es charak-
teristische Sequenzmotive, und lokale Strukturen wie cis-Prolylreste zeigen
charakteristische Präferenzen in ihrer Aminosäure-Umgebung.
Die Erkennung von spezifischen Sequenzen spielt auch beim Transpoprt
eines neu synthetisierten Proteins an seinen Bestimmungsort eine Rolle. So
besitzen Proteine, die in Organellen transportiert werden sollen, eine sog.
Signalsequenz . Im Falle von Proteinen, deren Weg über das Endoplasmatische
Reticulum (ER) führt, ist dies eine kurze Helix, die nach der Translokation
in das Organell meist proteolytisch abgespalten wird.
Auch Mitochondrien, Chloroplasten und Peroxisomen besitzen eine Im-
portmaschinerie, die zugehörige Proteine erkennt und in das Organell translo-
ziert. Für Mitochondrien und Chloroplasten sowie peroxisomale Matrixprote-
ine sind die Erkennungssequenzen gut charakterisiert, über Targetingsignale
peroxisomaler Membranproteine ist bisher nur wenig bekannt. Zum Auffinden
derartiger Sequenzbereiche gibt es mehrere Möglichkeiten:
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Pattern-Suchen
Oft sind für die Interaktion eines Proteins mit einem Partner kurze Bereiche
entscheidend. Diese Sequenzen können in verschiedenen Proteinen auftreten,
die miteinander ansonsten nicht verwandt sind. Die Beschreibung eines Se-
quenzstückes, die für eine Interaktion erforderlich ist, bezeichnet man als
Konsensussequenz oder Pattern. So ist zum Beispiel eine Dimerisierungsdo-
mäne, der leucine zipper , durch die Konsensussequenz L-X6-L-X6-L-X6-L ge-
kennzeichnet, und Proteine mit der Sequenz PXXPXP binden bevorzugt an
SH3-Domänen. Ein Pattern enthält Aussagen darüber, welche Aminosäuren
an verschiedenen Positionen des Motivs toleriert werden. Der output eines
Patterns ist daher eine ja-nein-Entscheidung – entweder das Motiv entspricht
dem Pattern oder nicht.
Hidden Markov Models (HMM) und Position Specific Scoring Ma-
trices (PSSM)
HMM sind statistische Modelle, die einer gegebenen Sequenz eine Wahr-
scheinlichkeit (score) zuordnen. Im einfachsten Fall ist ein HMM ein Profil,
das an mehreren Sequenzpositionen die Wahrscheinlichkeit für das Auftre-
ten einer Aminosäure enthält. Generell bezeichnet man Matrizen, die scores
für das Auftreten von Aminosäuren an bestimmten Positionen enthalten, als
position specific scoring matrices (PSSM). Komplexere HMM beschreiben zu-
sätzlich Übergangswahrscheinlichkeiten in verschiedene states, was zum Bei-
spiel das Einfügen von zusätzlichen Aminosäuren ermöglicht. Im Gegensatz
zu Pattern erlauben HMM das Sortieren (ranking) von Sequenzmotiven nach
ihrer Wahrscheinlichkeit, statt nur eine ja–nein-Entscheidung zu fällen.
Neuronale Netze
Neuronalen Netze (Artificial neural networks, ANN) sind biologischen Schalt-
kreisen nachempfundene Computerprogramme. Analog zur Verknüpfung zwi-
schen tierischen Neuronen bestehen die Netzwerke aus sogenannten Percep-
trons, die Information erhalten, und mehreren Schichten (layers) nachge-
schalteter Neuronen, die sich abhängig von ihrem Input gegenseitig beein-
flussen.
Die erste Schicht, die Perceptrons, reagieren dabei auf verschiedene Eigen-
schaften der zu beurteilenden Sequenz (Input). Die Inputs des Perceptrons
werden mittels einer Funktion aufsummiert. Der Funktionswert bestimmt
dabei die Information, die an die nachgeschalteten Neuronen weitergeleitet
wird, der Output des neuronalen Netzes ist durch den Zustand der letzten
Schicht (output layer) bestimmt.
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Neuronale Netze werden durch ein dem Lernen analogen Vorgang trai-
niert, was zur Ausbildung von Verknüpfungen zwischen den Neuronen führt.
Die Methode ist sehr mächtig, bietet aber den Nachteil, daß das trainier-
te Netzwerk aus komplexen Verschaltungen der Neuronen besteht und seine
Funktion daher oft nicht wirklich verstanden werden kann.
Support Vector Machines
Eine weitere Möglichkeit zur Vorhersage von Eigenschaften bieten die Sup-
port Vector machines. Der Input wird dabei als Vektor im mehrdimensio-
nalen Raum (input space) interpretiert. Durch eine Rechenoperation können
die Vektoren in ein anderes, meist mehrdimensionales Koordinatensystem
(feature space) übertragen werden.
Die Idee der Support Vector Machines besteht darin, daß die transformier-
ten Vektoren im mehrdimensionalen Raum durch eine Hyperfläche vonein-
ander getrennt werden können. Zur Definition dieser Hyperfläche ist nur eine
Teilmenge des Input, die Support Vektoren, nötig, zwischen denen die Hyper-
fläche aufgespannt wird. Der Trick besteht darin, daß durch die Anwendung
einer Funktion (Kernel) direkt der Abstand eines Vektors von der Hyperflä-
che im feature space berechnet werden kann, ohne vorher eine Transformation
in dieses Koordinatensystem vornehmen zu müssen. Als output wird letzlich
ausgegeben, auf welcher Seite der Hyperfläche sich der zu einer gegebenen Se-
quenz zugehörige Vektor befindet, es erfolgt also eine ja- nein-Klassifikation.
1.5.3 Strukturvergleiche
Bei der ersten Betrachtung mag eine Proteinstruktur wie eine zufällige An-
ordnung der Aminosäurekette im Raum wirken. Die Aufklärung der Struktur
des Myoglobins im Jahre 1958 [31] war daher ein Schock für die Wissenschaft-
ler, da sich die Hoffnung nach einfachen Prinzipien der Struktur, wie in der
DNA, nicht erfüllte. John Kendrew, der die Struktur aufklärte, kommentierte
seine Entdeckung mit den Worten[32]:
”
Perhaps the most remarkable features of the molecule are its
complexity and its lack of symmetry. The arrangement seems to
be almost totally lacking the kind of regularities which one in-
stinctively anticipates, and it is more complicated than has been
predicted by any theory of protein structure.“
Tatsächlich zeigen Proteinstrukturen zwar einen weit komplexeren Auf-
bau als die Doppelhelix der DNA, bei näherer Betrachtung zeigen sich jedoch
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wiederkehrende Prinzipien. So besteht zum Beispiel das Innere von Protei-
nen meist aus hydrophoben Aminosäuren, während die Oberfläche eher polar
ist. Man geht davon aus, daß die Wechselwirkungen der hydrophoben Ami-
nosäuren miteinander bei der Proteinfaltung eine wichtige Rolle spielen – ein
Kontakt zwischen hydrophoben Aminosäuren ist energetisch günstiger als die
Exposition der gleichen Seitenketten zum Wasser.
Um allerdings die hydrophoben Seitenketten eines Proteins in dessen In-
nerem zu konzentrieren, muß auch das backbone des Proteins sich im hy-
drophoben Zentrum befinden. Die Hauptkette ist allerdings polar und daher
hydrophil – auf jede Aminosäure kommt ein Wasserstoffbrücken-Donor (NH)
und ein Akzeptor (CO). Um diese Gruppen in einer hydrophoben Umgebung
zu stabilisieren, müssen die Wasserstoffbrücken-Donoren und -Akzeptoren
miteinander in Kontakt treten. Dieses Problem wird durch die Ausbildung
von Sekundärstrukturen gelöst.
Schon 1951 sagte Linus Pauling aufgrund der Notwendigkeit der Ausbil-
dung von Wasserstoffbrücken zwischen CO- und NH-Gruppen zwei theore-
tische periodische Strukturen voraus – die α-Helix [33]1 und das β-Faltblatt
[34]. In der rechtsgängigen α-Helix (Abb. 1.10) bildet jeweils die CO-Gruppe
der Aminosäure an Position i eine Wasserstoffbrücke zur NH-Gruppe der
Aminosäure an Position i+ 4 aus. Die Ganghöhe der Helix entspricht 5,4 Å,
eine Windung entspricht ca. 3,6 Aminosäuren, die Seitenketten der Amino-
säuren zeigen nach außen.
α-Helices in Proteinen sind oft amphiphatisch, d. h. sie besitzen eine hy-
drophobe und eine hydrophile Seite. Auf diese Weise kann eine Seite der Helix
an der Außenseite des Proteins liegen und die andere zum hydrophoben Kern
hin orientiert sein. Andererseits kann auch durch entsprechende Wahl der Sei-
tenketten eine komplett hydrophobe Oberfläche geschaffen werden, die es der
Helix ermöglicht, die Membran zu durchspannen und so das Protein durch
eine Transmembranhelix zu verankern.
Neben der α-Helix treten zu kleinen Teilen auch Helices auf, bei denen
die Wasserstoffbrückenbindung zum Rest i + 3 (310-Helix) oder i + 5 (π-
Helix) ausgebildet wird. Erstere ist steiler und schmaler, letztere breiter als
die α-Helix.
Die zweite von Linus Pauling postulierte Struktur ist das β-Faltblatt
(Abb. 1.11). Wasserstoffbrückenbindungen werden dabei zwischen parallel
oder antiparallel verlaufenden Peptid-Hauptketten gebildet, die Seitenketten
befinden sich ober- und unterhalb des Faltblattes. Auf diese Weise gelingt es,
die hydrophile Hauptkette im Inneren der Struktur abzuschirmen.
1Interessanterweise ist die ursprünglich von Pauling vorgeschlagene Struktur eine links-
gängige Helix – er war von D-Aminosäuren als Proteinbausteinen ausgegangen.
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Abbildung 1.10: Struktur der α-Helix. Wasserstoffbrücken-Donoren und -Akzeptoren des
Peptidrückgrats sind einander zugewandt. Abbildung aus [35].
Abbildung 1.11: Struktur der β-Faltblattes. Gezeigt ist ein antiparalleles Faltblatt. Was-
serstoffbrückenbindungen bilden sich zwischen verschiedenen Teilen des Peptidrückgrats
aus. Abbildung aus [35].
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α-Helices und β-Sheets sind stets wiederkehrende Motive in Proteinstruk-
turen. Anhand des Anteils dieser Sekundärstrukturen lassen sich Proteine in
Gruppen teilen. So gibt es Proteinfamilien, die nur oder zum größten Teil
aus α-Helices bestehen (z. B. Globine), Proteine mit größtenteils β-Sheets
(z. B. Immunglobuline) und Mischformen mit hauptsächlich parallelen (z. B.
TIM-Barrel) oder hauptsächlich antiparallelen (z. B. Lysozym) Faltblättern.
Die Ausbildung von Sekundärstrukturen hat unmittelbaren Einfluß auf
die lokale Faltung des Peptidrückgrats. Um diese zu beschreiben, bedient
man sich der Torsionswinkel φ, ψ und ω (Abb. 1.12).
Abbildung 1.12: Torsionswinkel φ, ψ und ω in der Hauptkette von Proteinen. Die Winkel
stellen jeweils die Drehung um eine Bindung dar.
Schon in frühen Studien konnte gezeigt werden, daß die Torsionswinkel
von Proteinen nicht alle möglichen Werte annehmen können [36, 37]. Trägt
man die Winkel φ und ψ gegeneinander auf, so ergibt sich der sogenannte
Ramachandran-Plot (Abb. 1.13). Bestimmte Regionen des Plots sind charak-
teristisch für α-Helices bzw. β-Sheets, andere Regionen sind wegen sterischer
Behinderung der Seitenketten untereinander nicht besetzt.
Neben den im Ramachandran-Plot aufgetragenen Winkeln φ und ψ gel-
ten auch für den Winkel ω Restriktionen. Wegen des partiellen Doppelbin-
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Abbildung 1.13: Ramachandran-Plot der Torsionswinkel φ und ψ in Proteinen. Aufgrund
der Ausbildung von Sekundärstrukturen sind entsprechende Kombinationen von φ und ψ-
Winkeln vorherrschend (blau), andere Regionen sind verboten.
dungscharakters der Peptidbindung treten hier nur Winkel um 0 (cis) und
Winkel um 180 (trans) auf. Während der größte Teil der Peptidbindungen
die trans-Konformation einnimmt, treten vor Prolylresten zu ca. 5% cis-
Peptidylbindngen auf [38]. Offensichtlich spielt die lokale Sequenzumgebung
für die Konformation der Prolylbindung eine Rolle [39].
Lokale Konformationspräferenzen scheinen generell häufig durch die Se-
quenz codiert zu werden [40, 41], und helikale Bereiche von Proteinen zeigen
oft auch als Peptide helikale Konformation [42]. Minor und Kim konnten
allerdings zeigen, daß eine elf Aminosäuren lange Sequenz abhängig von ih-
rer Sequenzumgebung im host-Protein α-helikale oder β-Faltblatt-Struktur
annehmen kann (Chamäleon-Sequenz [43]). Offensichtlich bestimmen daher
auch long-range-Effekte die Ausbildung von Sekundärstrukturen.
Auch eine starke Sequenzähnlichkeit zwischen Proteinen muß nicht zwangs-
läufig zu einer ähnlichen Struktur führen: aufgrund einer Wette synthetisier-
ten Dalal und Mitarbeiter ein Protein mit 50% Sequenzidentität zu einem β-
Sheet-Protein, das α-helikale Struktur aufweist [44]. Eine Suche in der PDB
[45] führte weitere Chamäleon-Sequenzen mit einer Länge von bis zu sie-
ben Aminosäuren zutage. Eine bloße lokale Sequenzähnlichkeit läßt demnach
noch nicht auf die Faltung schließen.
Am deutlichsten wird die Möglichkeit von unterschiedlichen Faltungsty-
pen bei gleicher Sequenz bei den Amyloidosen, einer Gruppe von Krankhei-
ten, die auf Fehlfaltung von Proteinen beruhen. So kommt zum Beispiel das
Prionprotein in einer nativen (PrPC) und einer pathologischen Form (PrPSc)
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vor. Die Umwandlung von PrPC in PrPSc wird dabei durch schon vorhande-
nes PrPSc katalysiert (s. Kapitel 2).
Daher ist der Vergleich der Raumstrukturen von Proteinen oft aufschluß-
reicher als der bloße Sequenzvergleich. Insbesondere bei paarweisen Sequenzi-
dentitäten unter 35% (sog. twilight zone von 20–35% [46]) kann die Verwandt-
schaft zwischen Proteinen nicht mehr eindeutig durch Sequenzalignments be-
legt werden. Nur ein Vergleich der Proteinstrukturen läßt dann Rückschlüs-
se auf eine Homologie der Proteine zu. Ein Beispiel für eine stark diverse
Proteinfamilie sind proteasomale Untereinheiten mit paarweisen Sequenzi-
dentitäten von teilweise unter 10% [47]. Selbst Proteine ohne detektierbare
Sequenzidentität können ähnliche Strukturen annehmen [48].
Zur Überlagerung von Proteinen kann der gleiche Algorithmus wie bei der
Überlagerung von Kleinstrukturen verwendet werden [20]. Zum Auffinden
eines kleinen Teils, wie zum Beispiel einer Nucleotid-Bindestelle, in einer
Proteinstruktur wurde der Needle-Haystack -Algorithmus entwickelt [49].
Da allerdings Proteine eine Kette von Aminosäuren darstellen, ist es oft
hilfreich, bei einer Überlagerung die Reihenfolge der Aminosäuren in den zu
vergleichenden Proteinen zu beachten. Dies wird beim Verfgahren der combi-
natorial extension (CE [50]) berücksichtigt. Dabei werden zunächst Fragmen-
te der Proteine mit strukturellen Ähnlichkeiten (aligned fragment pairs, AFP)
gesucht, welche dann zu einem strukturellen Alignment verknüpft werden.
Eine weitere Herangehensweise besteht im Vergleich von Distanzmatrizen
(distance matrix alignment , DALI [51]) zwischen Cα-Atomen von Proteinen.
1.6 Zielsetzung der Arbeit
In dieser Arbeit sollen mehrere Aspekte der Ähnlichkeit zwischen Proteinen
und Kleinstrukturen untersucht werden, insbesondere unter Beachtung der
Fragestellung, welche Schlußfolgerungen aus diesen Ähnlichkeiten gezogen
werden können.
Im ersten Abschnitt stehen Ähnlichkeiten zwischen Kleinstrukturen im
Vordergrund. Ausgehend von einer publizierten Liste von Inhibitoren der Ag-
gregation des Prionproteins soll eine Datenbank pharmazeutischer Wirkstoffe
nach ähnlichen Substanzen durchsucht werden. Aufgrund von 2D- und 3D-
Ähnlichkeiten sollen neue Inhibitoren vorgeschlagen werden, die als Leitstruk-
turen zur Entwicklung von Therapeutika gegen Prionenkrankheiten dienen
können. Es soll untersucht werden, welche strukturellen Merkmale bekannte
Inhibitoren gemein haben, und wie aus dem Vorhandensein dieser Merkma-
le auf eine Wirksamkeit gegenüber Prionenkrankheiten geschlossen werden
kann.
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Im zweiten Teil sollen Ähnlichkeiten zwischen Sequenzmotiven herausge-
arbeitet werden, die eine Interaktion von peroxisomalen Membranproteinen
mit deren Importrezeptor Pex19 vermitteln. Während andere Targetingsi-
gnale für Proteine bereits gut charakterisiert ist, weiß man noch sehr wenig
über Targetsignale peroxisomaler Membranproteine. Auf Grundlage von Da-
ten aus Peptid-Spot-Experimenten soll die Bindestelle charakterisiert und
eine Vorhersagematrix zum Auffinden von Bindestellen für Pex19 erstellt
werden. Welche Aminosäuren sind für das Targeting wichtig? Wie ähnlich
sind sich die Targetsignale unterschiedlicher Proteine?
Der dritte Teil der Arbeit untersucht den Einfluß lokaler Sequenzähnlich-
keit auf die Konformation von Peptidylbindungen. Es soll herausgearbeitet
werden, inwieweit die lokale Sequenzumgebung ein Indikator für die Kon-
formation der Peptidbindung von Prolylresten darstellt, und welche Effekte
Aminosäuren in der Nachbarschaft des Prolylrestes bewirken. Informatio-
nen über den Einfluß der lokalen Sequenzumgebung auf die Proteinfaltung
können helfen, die für die Faltung wichtigen Wechselwirkungen zu verstehen
und aus der Aminosäuresequenz Aussagen über die Struktur eines Proteins
zu treffen.
Der letzte Teil der Arbeit beschäftigt sich mit inverser Sequenzähnlichkeit
zwischen Proteinen und beleuchtet die Frage, ob diese ein Indikator für struk-
turelle Ähnlichkeit der beteiligten Proteine ist. Im Falle einer strukturellen
Bedeutung inverser Sequenzähnlichkeit könnte die Lernmenge beim Vergleich
von Proteinsequenzen verdoppelt werden. Es soll untersucht werden, inwie-
weit Proteine mit inverser Sequenzähnlichkeit ähnliche Faltungen annehmen.
Inverse Sequenzähnlichkeit ist dabei auch ein Modell für Sequenzähnlichkei-





2.1 Fehlfaltung von Proteinen
Der native Zustand eines Proteins entspricht entgegen der Hypothese von
Anfinsen [52] nicht immer dem thermodynamisch stabilsten Zustand. Fehler
bei der Proteinfaltung führen teilweise zu nicht funktionellen Proteinen, im
ungünstigen Fall bilden die fehlgefalteten Proteine Aggregate, die sich in der
Zelle anhäufen und toxisch sind.
Eine Gruppe von Krankheiten, die auf Fehlfaltung von Proteinen beruhen,
sind die Amyloidosen (zur Übersicht s. [53]). Gemeinsames Merkmal dieser
Erkrankungen ist, daß sich ein Protein durch Fehlfaltung in unlöslichen Fi-
brillen ablagert, die reich an β-Sheet-Strukturen (s. S. 15) sind, sich durch
Kongorot anfärben lassen und dabei eine charakteristische Doppelbrechung
zeigen.
Die bekanntesten Amyloidosen sind die Alzheimer-Krankheit, bei der
sich ein Fragment des Alzheimer-Precursor-Proteins (APP) ablagert, und die
Transmissiblen Spongiformen Encephalopathien (TSE), bei denen sich eine
fehlgefaltete Form des Prionproteins bildet, was zu Neurodegeneration führt.
Zu dieser Gruppe von Erkrankungen gehören BSE, die Creutzfeld-Jakob-
Krankheit (CJD), das Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom (GSS), die
Fatale Familiäre Insomnie (FFI), Kuru und Formen bei Schafen und Zie-
gen (Traberkrankheit, Scrapie), Nerzen, Hirschen und Katzen. Auch die
Parkinson-Krankheit, Diabetes Typ II und das Down-Syndrom gehören ne-
ben weiteren Krankheiten zu den Amyloidosen.
In diesem Abschnitt sollen die Prionerkrankungen (TSE) näher erläutert
werden. Die Kennzeichen sind Vakuolisierung im Gehirn, Astrogliose, neurale
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Apoptose und die Anhäufung von proteaseresistentem Prionprotein (PrPres)
im zentralen Nervensystem. Wegen der ungewöhnlich langen Inkubationszeit
wurde zunächst ein langsamer Virus für den Verursacher der Krankheit ge-
halten [54]. Alper und Mitarbeiter konnten jedoch bereits in den 60er Jahren
zeigen, daß der Erreger extrem widerstandsfähig gegen UV und ionisieren-
de Strahlung ist –Verfahren, die Nucleinsäuren beschädigen und daher gegen
Viren wirksam sind [55].
Nachdem bereits 1967 von Griffith die Möglichkeit in Betracht gezogen
wurde, daß der Scrapie-Erreger ein Protein sein könnte, das sich selbst re-
pliziert [56], wurde diese Hypothese 1982 von Stanley Prusiner aufgegriffen,
der das Agens als proteinaceous infectious particle (Prion) bezeichnete [57].
Diese sogenannte protein only hypothesis setzte sich mehr und mehr durch.
Nach der Hypothese führt der Kontakt der zellulären Form des Prion-
proteins (PrPC) mit der fehlgefalteten, infektiösen Form (PrPSc) zu einer
Umfaltung von PrPC zu PrPSc und damit zur Propagation der Erkrankung.
Dieses Modell wird durch mehrere Evidenzen gestützt. So sind zum Beispiel
erbliche Formen von TSE stets mit einer Mutation des Prionproteins ver-
knüpft [58], und die Expression eines PrP-Gens mit einer GSS-assoziierten
Punktmutation in Mäusen führte zu neurologischer Dysfunktion und spongi-
former Neurodegeneration [59]. Mäuse, die das PrP-Gen nicht exprimieren,
sind hingegen resistent gegen Scrapie [60]. Schließlich konnte die katalytische
Wirkung von PrPSc bei der Umfaltung von PrPC auch in vitro gezeigt werden
[61, 62]. In jüngster Zeit gelang auch die Erzeugung infektiösem Materials in
vitro [63].
Die strukturellen Änderungen bei der Umfaltung von PrP sind noch un-
verstanden. Durch CD-Spektroskopie konnte jedoch gezeigt werden, daß der
Anteil an β-Faltblättern während der Konversion des Prionproteins von der
nativen Form (PrPC) in die fehlgefaltete Form (PrPSc) zunimmt, während
der Gehalt an α-Helices sinkt [64]. Die Struktur des nativen Prionproteins
ist inzwischen bekannt, vom fehlgefalteten Protein existieren nur theoretische
Modelle (Abb. 2.1).
2.2 Inhibitoren der Bildung von PrPSc
Zur Auffindung von Leitstrukturen zur Therapie der Prionerkrankungen wird
derzeit nach Substanzen gesucht, die die Umfaltung von PrP in die patholo-
gische Form verhindern und/oder bestehende Aggregate auflösen.
Daß eine Rückfaltung von PrPSc in eine lösliche, PrPC-ähnliche Form
möglich ist, konnte durch Experimente mit Guanidinhydrochlorid gezeigt
werden [66]. Eine Inhibition der Fehlfaltung in vitro gelang auch durch syn-
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Abbildung 2.1: Kristallstruktur des nativen Prionproteins (links) und ein Modell der
fehlgefalteten Form (rechts) nach [65]. Bei der Umfaltung erhöht sich der Anteil an β-
Faltblättern.
thetische Peptidfragmente des Prionproteins [67, 68]. Auch Antikörper gegen
PrP inhibieren die Propagation von PrPSc in vitro [69], in Zellkultur [70, 71]
und in vivo [72].
Als Leitstrukturen zur Suche von Pharmaka sind hingegen weder das
denaturierende Agens Guanidinhydrochlorid noch Peptide oder Antikörper
geeignet. Hier interessieren im Gegenteil kleinere Moleküle. Als Inhibitoren
wurden unter anderem Porphyrine und Phthalocyanine [73], verzweigtketti-
ge Polyamine [74] und Pentosan-Polysulfat [75] diskutiert. Porphyrine und
Phthalocyanine [76] sowie Pentosan-Polysulfat [77] wurden auch in Scrapie-
infizierten Tieren getestet und verlängerten deren Lebenszeit deutlich.
Da allerdings die oben genannten Substanzen für eine pharmakologische
Verwertung wegen ihrer Größe nicht in Betracht gezogen werden können,
da sie die Blut-Hirn-Schranke nicht überwinden, sind Substanzen mit noch
kleinerem Molekulargewicht von größerem Interesse. Hier sind als Beispiel
der Azofarbstoff Kongorot und dessen Derivate [78, 79], Curcumin [80] sowie
Substanzen aus der Gruppe der Acridine und Phenothiazine [81, 82], zu denen
unter anderem das Malariamedikament Quinacrin und das Neuroleptikum
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Chlorpromazin gehören, zu nennen.
Kongorot zeigte im Tierversuch nur bei direkter Injektion ins Gehirn
zum Zeitpunkt der Infektion Erfolg [83]. Modifikationen der Seitenkette [84]
führten allerdings zu Derivaten mit besserer Hirngängigkeit [85]. Quinacrin
zeigte im Tiermodell keinen therapeutischen Effekt [86], bei Patienten mit
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit wurde allerdings eine Besserung festgestellt [87,
88]. Auch Suramin, das den intrazellulären Proteintransport beeinflußt und
so zu einer Aggregation von PrP in Golgi-Vesikeln und nachfolgendem Abbau
in Lysosomen führt, verhindert die Akkumulation von PrPSc in ScN2a-Zellen
und verlängert die Inkubationszeit der Erkrankung in Mäusen [89].
2.3 Zielsetzung
Ausgehend von bekannten Inhibitoren der PrPSc-Bildung sollen durch scree-
ning einer Substanzdatenbank neue potentielle Leitstrukturen zur Therapie
von Transmissiblen Spongiformen Encephalopathien vorgeschlagen werden.
2.4 Ausgangspunkte für neue Leitstrukturen
Als Grundlage für die Untersuchung dient eine Arbeit von Kocisko und Mit-
arbeitern [90], die systematisch eine Kollektion von 2 000 Substanzen auf die
Inhibition der PrPSc-Bildung in ScN2a-Zellen untersuchte. Die Substanzbi-
bliothek der Firma Microsource Discovery (MD) enthält pharmakologische
Wirkstoffe und Naturstoffe.
Als Testsystem wurden ScN2a-Zellen gewählt, die in 96-well-Platten kul-
tiviert, mit den zu testenden Substanzen inkubiert und anschließend durch
einen dot blot untersucht wurden. Dazu wurden die Zellen lysiert, mit Prote-
inase K behandelt und das Lysat auf eine PVDF-Membran übertragen. Nach
Behandlung mit Guanidiniumthiocyanat (GdnSCN) und mehreren Wasch-
schritten wurde das verbleibende PrPSc durch Antikörper detektiert. Zusätz-
lich wurden auf jeder Membran unbehandelte Zellen (Negativkontrolle) und
mit Curcumin behandelte Zellen (Positivkontrolle) aufgetragen.
Zunächst wurden die Substanzen in einer Konzentration von 10µM ge-
gen Zellen mit dem RML-Stamm [91] getestet. Ca. 70% der Substanzen zeigte
weniger als 50% Inhibition der PrPSc-Bildung, 20% waren cytotoxisch und
wurden nochmals in einer Konzentration von 1µM getestet, und 246 Substan-
zen inhibierten die PrPSc-Formation zu über 50%. Diese wurden daraufhin
gegen Zellen getestet, die mit dem Stamm 22L transfiziert waren. 40 der 246
Substanzen zeigten auch hier eine Inhibierung von über 50% und wurden in
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einer Konzentration von 1µM gegen beide Stämme getestet.
Fünf dieser Substanzen sowie 12 der in höherer Konzentration cytotoxi-
schen Wirkstoffe zeigten einen IC50 von ≤1µM gegen beide Stämme. Die 17
Substanzen sind in Abb. 2.2 gezeigt. Diese Substanzen sollen als Ausgang für
eine Suche in der Kleinstrukturdatenbank dienen.
2.5 Kleinstruktur-Datenbanken
Kernaufgabe der pharmakologischen Forschung ist die Suche nach neuen
Strukturen, die größere Spezifität und/oder geringere Nebenwirkungen als
bekannte Wirkstoffe zeigen. Eine weit verbreitete Methode ist dabei das high
throughput screening (HTS) von Substanzdatenbanken. Dies ist allerdings
zeit- und kostenintensiv, und zudem ist eine hochdurchsatzfähige Testmetho-
de erforderlich. Daher gewinnt das in silico Design neuer Wirkstoffe immer
mehr an Bedeutung. Das Prinzip des Verfahrens beruht auf der Erfahrung,
daß strukturell ähnliche Substanzen oft auch ähnliche Wirkungsweisen zei-
gen.
Während vor einigen Jahren Datenbanken chemischer Strukturen nur
großen Pharmaunternehmen zugänglich waren, ist die öffentliche Verfügbar-
keit derartiger Tools in den vergangenen Jahren kontinuierlich gestiegen [92].
So beinhaltet zum Beispiel Chemicval Abstracts Search (CAS, www.cas.org)
Informationen über 25 Millionen Substanzen, von denen 8 Millionen kom-
merziell verfügbar sind.
Zur Struktursuche wurde die in der Abeitsgruppe Preißner erstellte Super-
Drug-Datenbank [93] benutzt. Die Datenbank enthält ca. 2 400 Strukturen
und 100 000 Konformere pharmakologischer Wirkstoffe, die von der WHO
als essentiell eingestuft werden [94]. Zusätzlich sind die medizinischen An-
wendungsbereiche als sog. ATC-Code (Anatomic-therapeutic-chemical clas-
sification of drugs [95]) hinterlegt. Die Klassifizierung beschreibt das anato-
mische System, auf das ein Medikament wirkt (z. B. Nervensystem), die the-
rapeutische Indikation (z. B. Analgetika), die chemische Klassifizierung (z. B.
Opioide) und die genaue Substanzklasse (z. B. Benzomorphan-Derivate) eines
Wirkstoffs.
2.6 2D-Struktursuche
Zunächst wurde mit den von Kocisko [90] identifizierten Faltungsinhibitoren
eine chemische Ähnlichkeitssuche in der Datenbank durchgeführt (s. S. 7).
Sechs der von Kocisko identifizierten Substanzen sind Naturstoffe, elf stellen
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Abbildung 2.2: Inhibitoren der Fehlfaltung des Prionproteins aus [90]. 12 der 17 Sub-
stanzen mit IC50 eignen sich als Targets für eine Kleinstruktursuche.
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Wirkstoffe aus verschiedenen Indikationsgruppen dar: Neben den schon als
Fehlfaltungsinhibitoren bekannten Phenothiazinen [81] und dem Malariame-
dikament Quinacrin [82] finden sich auch ein Steroid (Budenosid), Lovastatin
und das Antihistaminikum Astemizol. Die Dreiringstruktur des Quinacrins
ähnelt der Struktur der Phenothiazine, und Teile der Struktur sind auch in
dem Malariamedikament Amodiaquin konserviert. Sechs der elf Substanzen
(Quinacrin, vier Phenothiazine und Amodiaquin) fallen somit in eine Gruppe.
Da die sechs von Kocisko identifizierten Naturstoffe größere Strukturen
mit einem Molekulargewicht außerhalb der pharmakologisch interessanten
Grenzen darstellen, wurden diese in der Untersuchung nicht berücksichtigt.
Mit den von Kocisko gefundenen Arzneimittelwirkstoffen wurde daraufhin
eine 2D-Suche in der SuperDrug-Datenbank (SD) und einer neuen Datenbank
mit den 2 000 von Kocisko untersuchten Substanzen durchgeführt. Tab. 2.1
zeigt die besten 20 Treffer jeder Suche.
Es fällt auf, daß einige Substanzen wie Budesonid zu vielen Treffern mit
guter Bewertung führen, während andere, wie z. B. Clomiphen, nur wenige
strukturell ähnliche Treffer liefern. Grund dafür ist die große pharmakologi-
sche Bandbreite an Steroiden, zu denen Budesonid gehört. Andererseits sind
Treffer aus dem MicroSource-Set mit guter Bewertung oft Substanzen, die in
Kociskos Assay Wirkung zeigen: Eine Suche mit Amodiaquin liefert beispiels-
weise Quinacrin, Chloroquin und Hydroxychloroquin, und Prochlorperazin
liefert als Suchergebnisse weitere, schon von Kocisko als aktiv charakterisierte
Phenothiazine. Sechs der elf von Kocisko beschriebenen Substanzen (Amodia-
quin, Prochlorperazin, Quinacrin, Thioridazin und Trifluperazin) sind unter
den besten 20 Treffern von Suchen mit anderen Wirkstoffen aus der Gruppe.
Während aber zum Beispiel die Klasse der Phenothiazine viele aktive
Substanzen beinhaltet, sind viele Steroide trotz ihrer hohen Ähnlichkeit zum
wirksamen Budesonid nicht aktiv (Tab. 2.1). Eine bloße 2D-Ähnlichkeit nach
Tanimoto ist also noch kein Garant für die Wirkung einer Substanz, die
Bedeutung der Ähnlichkeit hängt im Gegenteil stark von der untersuchten
Substanzklasse ab.
Zur Bewertung der Treffer ist somit ein struktureller Vergleich mit ande-
ren aktiven Substanzen hilfreich – auf der anderen Seite liefert der Vergleich
mit inaktiven Substanzen Aufschluß darüber, welche strukturellen Modifi-
kationen die Aktivität einer Leitsubstanz verringern. So sind zum, Beispiel
polare Endgruppen bei Phenothiazinen scheinbar mit einem Aktivitätsverlust
korreliert.
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Tabelle 2.1: 2D-Suchen mit den von Kocisko identifizierten Substanzen in der SuperDrug-Datenbank
(SD) und den Substanzen von MicroSource (MS). Blau: inaktiv in Kociskos Assay; Fett: IC50 von

































































































































Forts. Tab. 2.1. Blau: inaktiv in Kociskos Assay; Fett: IC50 von ≤10 µM in Kociskos Assay;
































































































































Forts. Tab. 2.1. Blau: inaktiv in Kociskos Assay; Fett: IC50 von ≤10 µM in Kociskos Assay;
































































































































Forts. Tab. 2.1. Blau: inaktiv in Kociskos Assay; Fett: IC50 von ≤10 µM in Kociskos Assay;























































































Wie oben erläutert, führt die 2D-Suche in Strukturdatenbanken meist zu
Komponenten mit großer chemischer Ähnlichkeit zu den Ausgangssubstan-
zen. Strukturen aus anderen chemischen Klassen (sog. scaffold hopper) kön-
nen hingegen eher durch strukturelle Überlagerungen (s. S. 8) aufgefunden
werden. Der Algorithmus beachtet die Anordnung der einzelnen Atome im
Raum. Ein großer Vorteil bei dieser Herangehensweise ist, daß strukturel-
le Ähnlichkeiten von chemisch
”
unähnlichen“ Substanzen aufgespürt werden,
die durch 2D-Vergleiche nicht entdeckt werden können.
Exemplarisch ist in Abb. 2.3 eine Überlagerung von Prochlorperazin mit
Opipramol gezeigt. Obwohl die Substanzen zu verschiedenen chemischen Klas-
sen gehören und deren Ähnlichkeit nach Tanimoto gering ist (63%), findet
der Überlagerungsalgorithmus strukturelle Verwandtschaft. Dabei wird ein
Sechsring im Prochlorperazin mit einem Siebenring im Opipramol überla-
gert, die Elektronendichte eines Schwefelatoms ist durch eine Doppelbin-
dung ersetzt. Wie Prochlorperazin enthält auch Opipramol einen Piperazin-
ring. Auch die Ringsysteme von Clopenthixol, Methanthelin und Rupatadin
(Abb. 2.4) wurden durch strukturelle Überlagerung mit Prochlorperazin ge-
funden.
Abbildung 2.3: Strukturelle Überlagerung zwischen Prochlorperazin und Opipramol (a).
Ein Sechsring im Prochlorperazin (b) wird mit einem Siebenring des Opipramol (c) über-
lagert.
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2.8 16 neue potentielle Inhibitoren
Suchergebnisse der 2D- und 3D-Suche wurden zusammengestellt und nach
strukturellen Gesichtspunkten visuell mit aktiven und inaktiven Substanzen
verglichen. Durch Ausschluß von Substanzen mit großen strukturellen Ähn-
lichkeiten zu inaktiven Substanzen wurde die Liste der interessanten Wirk-
stoffe systematisch verkleinert. Ebenso wurde im Falle von hoher Ähnlichkeit
zwischen mehreren Substanzen nur jeweils ein Vertreter der Klasse in die Li-
ste übernommen.
Abb. 2.4 zeigt die verbleibende Liste von 16 Substanzen, die als potentielle
neue Leitstrukturen in der TSE-Therapie betrachtet werden. Ein großer Teil
der Substanzen wurden durch Ähnlichkeitssuchen mit Phenothiazinen gefun-
den. Das Antihistaminikum Mizolastin ist dem Astemizol aus der gleichen
Wirkstoffklasse ähnlich. Eine Verschiebung der Indikation ist zum Beispiel
beim antineoplastisch wirkenden Toremifen zu beobachten, das aufgrund sei-
ner Ähnlichkeit zum Ovulationsstimulans Clomiphen gefunden wurde. Bucli-
zin und Ebastin zeigen Ähnlichkeiten zu dem Antihistaminikum Terfenadin,
das Antihistaminikum Rupatadin wurde durch 3D-Suchen mit Quinacrin auf-
gefunden.
Zur Zeit werden die Substanzen aus der Liste von experimentellen Grup-
pen geprüft. Das Spektrum an Substanzen reicht von Komponenten mit hoher
struktureller Ähnlichkeit zu bereits bekannten Inhibitoren wie z. B. Perazin
bis zu komplett neuen Leitstrukturen wie Opipramol oder Oxomemazin. Die
therapeutische Klassifizierung der aufgefundenen Wirkstoffe weicht oft von
der Klassifizierung der von Kocisko untersuchten Substanzen ab – die Metho-
de erlaubt also auch das Auffinden von Strukturen aus neuen chemischen
Stoffklassen (scaffold hoppers).
2.9 Diskussion
Ausgehend von publizierten Inhibitoren der Fehlfaltung von PrP konnten
durch 2D- und 3D-Suche in der SuperDrug-Datenbank weitere Substanzen
als potentielle Inhibitioren vorgeschlagen werden. Als Kriterium dient dabei
nicht nur die Ähnlichkeit zu bekannten Inhibitoren im positiven Sinne, son-
dern auch große Ähnlichkeit zu inaktiven Substanzen als Ausschlußkriterium.
Es konnte gezeigt werden, daß Substanzen mit hoher Ähnlichkeit zu In-
hibitoren oft auch selbst inhihbitorisch wirken. Dabei gibt es offensichtlich
einen Unterschied zwischen Substanzen verschiedener chemischer Klassen:
Während Phenothiazine zum Großteil zumindest eine geringe inhibitorische
Wirkung besitzen, wurde unter den Steroiden nur Budenosid identifiziert –
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Abbildung 2.4: Neue potentielle Inhibitoren der PrPSc-Bildung.
anderen Steroide besitzen offensichtlich keine Wirkung.
Für die Wirkung der Phenothiazine ist demnach offensichtlich ihr Ringsy-
stem verantwortlich. Durch Vergleiche von aktiven und inaktiven Substanzen
konnten weitere Bedingungen für eine inhibitorische Wirkung gefunden wer-
den. So sind zum Beispiel polare Reste am Piperazinring scheinbar für eine
Interaktion ungünstig.
Während die 2D-Struktursuche unter Verwendung des Tanimoto-Koef-
fizienten hauptsächlich Substanzen aus der gleichen chemischen Klasse wie
das Ursprungsmolekül findet, bietet eine 3D-Suche die Möglichkeit, auch Ver-
bindungen anderer Substanzklassen, sog. scaffold hopper , zu finden. In der
Liste der vorgeschlagenen Inhibitoren finden sich einige Beispiele für derartige
Substanzen (z. B. Opipramol, Oxomemazin).
Die letztendlich vorgeschlagenen Substanzen zeigen eine große strukturel-
le und pharmakologische Vielfalt. Besonders durch 3D-Suchen konnten auch
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Substanzen aufgefunden werden, deren Ähnlichkeit zu den Ausgangsstruktu-
ren durch 2D-Suchen nicht festgestellt werden könnte.
Durch die in silico Suche nach Ähnlichkeit zu bekannten Inhibitoren konn-
te aus den 2 300 in der SuperDrug abgelegten Strukturen ein überschaubares
Set von 16 Substanzen generiert werden, deren Effektivität in der Inhibition
der PrPSc-Bildung zur Zeit experimentell überprüft wird. Durch die Verklei-
nerung des Suchraumes ist es somit möglich, die aufgefundenen Substanzen
intensiv zu testen, was zweifellos bei 2 300 Substanzen nicht möglich wäre.
Ein weiterer Vorteil besteht darin, daß die aufgefundenen Substanzen gän-
gige pharmazeutische Wirkstoffe sind. Daher entfallen bei der eventuellen
späteren Verwendung im therapeutischen Bereich zeit- und kostenintensi-
ve klinische Studien zur Toxizität und Pharmakokinetik. Da die Substanzen
in der Datenbank gut charakterisierten pharmakologischen Wirkstoffklassen







3.1.1 Peroxisomen haben wichtige Aufgaben im Stoff-
wechsel
Im Elektronenmikroskop erscheinen Peroxisomen als elektronendichte, von
einer einfachen Membran umgebene Strukturen, die oft von großen Prote-
inkristallen ausgefüllt sind. Ihr Durchmesser beträgt 0,1–1µm. Der Name
”
Peroxisom“ [96] deutet auf Peroxide hin, die in diesem Organell auftreten.
In der Tat waren die ersten bekannten peroxisomalen Enzyme Oxidasen, die
Wasserstoffperoxid erzeugen, und Katalase, die es in Wasser und Sauerstoff
spaltet [97].
Lange Zeit hielt man den Abbau giftiger Peroxide für die einzige Aufgabe
der Peroxisomen. Heute wissen wir, daß Peroxisomen wichtige Funktionen in
diversen Stoffwechselwegen erfüllen (zur Übersicht siehe [98]): Während im
Menschen nur lang- und verzweigtkettige Fettsäuren peroxisomal abgebaut
werden [99], bauen niedere Pilze Fettsäuren ausschließlich in Peroxisomen ab
[100].
Auch in der Cholesterin- und Gallensäurebiosynthese [101, 102], der Ether-
phospholipidsynthese [103], dem Prostaglandinstoffwechsel [104] und dem
Polyamin- und Purinmetabolismus [105, 106] spielen Peroxisomen eine wich-
tige Rolle. Weiterhin sind Peroxisomen an der Penicillinbiosynthese in niede-
ren Pilzen beteiligt [107].
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Mutationen in peroxisomalen Proteinen sind im Menschen mit Krankhei-
ten, den Peroxisomal Biogenesis Disorders (PBDs), assoziiert (zur Übersicht
siehe [108, 109, 110]). Erste Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
dem Zellweger-Syndrom und Peroxisomen lagen bereits 1973 vor [111]. Die
Zellweger-Krankheit äußert sich, wie auch verwandte PBDs, in schwerwie-
genden neurologischen Störungen sowie Leber- und Niereninsuffizienz, was
meist zum Tod innerhalb der ersten Lebensjahre führt. Eine andere, durch
den Film Lorenzos Öl ins öffentliche Bewußtsein gerückte PBD ist die Ad-
renoleukodystrophie (ALD).
Peroxisomale Krankheiten unterteilt man in drei Hauptgruppen [112]: Bei
Störungen der ersten Gruppe liegt ein genereller peroxisomaler Funktionsver-
lust vor, man findet jedoch üblicherweise noch leere peroxisomale Membran-
strukturen, die sogenannten ghosts, die auch peroxisomale Membranproteine
(PMPs) enthalten. Zu dieser Gruppe gehören das Zellweger-Syndrom [113]
und die neonatale Adrenoleukodystrophie.
Krankheiten der zweiten Gruppe zeigen einen partiellen Importdefekt,
der nur einige peroxisomale Proteine betrifft, wie zum Beispiel die Rhizo-
melische Chondrodysplasia punctata [114, 115, 116]. Bei Krankheuten der
dritten Gruppe ist nur ein einzelnes peroxisomales Enzym defekt, der Im-
port an sich funktioniert aber. Zu dieser Gruppe zählen zum Beispiel die
X-chromosomale Adrenoleukodystrophie, das Pseudozellweger-Syndrom und
die Refsum-Krankheit [117].
3.1.2 Import peroxisomaler Matrixproteine
Peroxisomale Proteine werden an freien Ribosomen im Cytosol synthetisiert
und posttranslational importiert [118]. Matrixproteine, die importiert werden
sollen, enthalten eines der beiden peroxisomalen Targetingsignale (PTS): Die
C-terminale Erkennungssequenz [SAC][HKR][LM] (PTS1 [119]) oder die Se-
quenz [RK][LIV]X5[HQ][LA] (PTS2 [120]) am N-Terminus.
Die Konsensussequenzen der Targetingsignale sind in unterschiedlichsten
Organismen sehr ähnlich und stark konserviert [119]. Auch Proteine, die nicht
peroxisomalen Ursprungs sind, können durch Addition eines PTS importiert
werden, diese Sequenzen sind daher notwendig und hinreichend für den per-
oxisomalen Import [121].
Proteine beider Untergruppen binden nach der Synthese im Cytosol einen
löslichen Rezeptor: Pex5 [122] für PTS1-Proteine und Pex7 [123, 124] für
PTS2-Proteine. Der Rezeptor–Cargo-Komplex gelangt nun zum Peroxisom,
wo er and den Dockingkomplex bindet und dann in das Organell importiert
wird.
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Die PTS-Konsensussequenzen konnten in weiteren Studien [125, 126] ge-
nauer beschrieben werden, für PTS1-Sequenzen existiert ein Vorhersage-Al-
gorithmus [127]
3.1.3 Import peroxisomaler Membranproteine
Am Import peroxisomaler Membranproteine sind andere Komponenten be-
teiligt. Hettema et al. [128] identifizierten als die einzigen Peroxine, deren
Verlust in S. cerevisiae auch peroxisomale Reststrukturen, die sogenannten
ghosts, verschwinden läßt, Pex3 und Pex19. In anderen Organismen ist zur
Ausbildung peroxisomaler Membranen auch Pex16 nötig [129], das in S. ce-
revisiae nicht bekannt ist.
Da Pex19 das einzige der beteiligten Proteine ist, das cytosolisch vor-
kommt [130] (Pex3 und Pex16 sind peroxisomale Membranproteine), wird
davon ausgegangen, daß Pex19 der cytosolische Rezeptor für peroxisomale
Membranproteine darstellt, die posttranslational importiert werden.
Durch Deletionsstudien wurden bereits für diverse peroxisomale Mem-
branproteine die fürs Targeting relevanten Bereiche ermittelt (Tab. 3.1). Es
fällt auf, daß diese Bereiche meist größere Abschnitte der beteiligten Proteine
umfassen, teilweise (Pex13, Pex16) sind die Informationen auch widersprüch-
lich oder sprechen für mehrere für das Targeting verantwortliche Bereiche im
Protein.
Gemeinsam ist den Targetingsignalen die Notwendigkeit von mindestens
einer Transmembrandomäne in Zusammenhang mit einer kurzen Sequenz,
die basische und hydrophobe Aminosäuren enthält. Eine Konsensussequenz
konnte hingegen bisher nicht gefunden werden.
Auffällige Ähnlichkeit mit den publizierten Targeting-Sequenzen finden
sich zu Bereichen, von denen eine Pex19-Interaktion gezeigt wurde (Tab. 3.2).
Obwohl nicht in allen Fällen konsistent, kann eine Rolle von Pex19 bei der
Insertion peroxisomaler Membranproteine daher angenommen werden.
Es wurde auch vorgeschlagen, daß Pex19 als Chaperon die Transmem-
brandomänen peroxisomaler Membranproteine unspezifisch bindet, um eine
Aggregation oder Fehlfaltung zu verhindern [135].
Um die Rolle von Pex19 beim peroxisomalen Membranprotein-Import
zu verstehen ist es daher erforderlich, die Pex19-Interaktion peroxisomaler
Membranproteine experimentell und bioinformatisch genauer zu untersuchen.
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Pex13 145–233; 1–174; 179–403 [133]; 1–193; 194–403 [134]
PEX14 1–147 [132]
PEX16 59–219 [133]; 221–336 [135]; 70–140 [136]
PMP22 1–94; 95–195 [137]
PMP34 1–147; 244-307; [134]
ALDP 1–281 [138]; 67–164 [139]
PMP69 16–113 [139]
PMP70 61–160 [140]; 1–124 [132]
Tabelle 3.2: publizierte Pex19-Bindestellen einiger peroxisomaler Membranproteine
PMP binding region
PEX11β 181–259; 211–259 [132]
PEX12 275–359 [133]
PEX13 145–233 [133]
PEX14 22–81 [141]; 1–147 [132]
PEX16 59–219 [133]; 59–219; 221-336 [135]
PMP22 1–94; 95–195 [135]; 75–174 [137]
PMP34 1–147; 244–307 [134]; 270–307 [135]
ALDP 66–203 [138]
ALDRP 1–218 [138]
PMP70 60–160; 80–160 [140]; 1–61; 1–81 [132]; 1–61; 61–160 [135]
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3.2 Zielsetzung
In Zusammenarbeit mit experimentellen Arbeitsgruppen soll die Interaktion
von Pex19 mit peroxisomalen Membranproteinen charakterisiert und Berei-
che von Proteinen, die mit Pex19 interagieren untersucht werden. Die Pex19-
Bindestellen weiterer Membranproteine sollen vorhergesagt werden. Die im
Folgenden dargestellten experimentellen Ergebnisse wurden nicht vom Au-
tor erhoben, sondern entstammen der Zusammenarbeit mit experimentel-
len Arbeitsgruppen. Peptidspot-Experimente wurden im Labor von Rudolf
Volkmer-Engert durchgeführt, Yeast-Two-Hybrid Experimente im Labor von
Ralf Erdmann.
3.3 Peptide aus Pex13 interagieren mit Pex19
Einer der wichtigsten Bindungspartner von Pex19 ist Pex13. Um den Be-
reich des Proteins ausfindig zu machen, der mit Pex19 interagiert, wurden
im Labor von Rudolf Volkmer-Engert Peptidfragmente aus Pex13 auf CAPE-
Cellulosemembranen [142] mit Hilfe der SPOT-Synthese [143] synthetisiert
(Abb. 3.1). Dabei werden nach dem Merrifield-Verfahren Peptide einheitlicher
Länge auf Cellulosemembranen synthetisiert. Die Peptide sind mittels eines
Ankers aus zwei β-Alaninresten an die Matrix gekoppelt, der N-Terminus
bleibt frei.
Abbildung 3.1: Peptidscan von Pex13. Es ist deutlich eine Binderegion zu erkennen.
Hier wurden abschnittweise je 20 Aminosäuren lange Peptide mit einem
Versatz von zwei Aminosäuren synthetisiert, die das gesamte Protein ab-
decken. Man erkennt deutlich einen Bindebereich mit der zentralen Sequenz
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IMKFLKKI. Die Region liegt zwischen den beiden Transmembrandomänen
von Pex13.
Im Labor von Ralf Erdmann konnte auch mittels Yeast Two Hybrid Tech-
nik durch Verkürzungskonstrukte gezeigt werden, daß der Bereich von Ami-
nosäure 173 bis 233 aus Pex13 für eine Interaktion mit Pex19 hinreichend ist
(Abb. 3.2).
Abbildung 3.2: Yeast-Two Hybrid Analyse der Bindung von Pex13 an Pex19. Der Bereich
von Aminosäure 173 bis 233 ist für die Bindung ausreichend.
Der aufgefundene Bereich der Pex19-Interaktion liegt innerhalb der be-
schriebenen zur peroxisomalen Lokalisation und Pex19-Bindung notwendigen
Bereiches von Aminosäure 145 bis 233, und Punktmutationen, die die Pex19-
Interaktion verhindern, konzentrieren sich auf den hier gefundenen Bereich
[133].
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Wie lang muß ein Peptidfragment sein, um mit Pex19 zu interagieren? Die
auf der Membran in Abb. 3.1 synthetisierten Peptide waren je 20 Aminosäu-
ren lang. Als nächstes wurden mittels SPOT-Synthese systematisch Verkür-






























































Abbildung 3.3: Längenanalyse des bindenden Bereiches aus Pex13p. Auf der Membran
sind Verkürzungskonstrukte der in Abb. 3.1 aufgefundenen Binderegion aufgetragen.
Die kürzesten Peptide mit detektierbarer Pex19-Bindung sind die auf den
Spots 48–50 zu sehenden 11-mere, die die Sequenz IMKFLKKIL enthalten.
Das zentrale Stück mit neun Aminosäuren Länge entspricht dem gemeinsa-
men Sequenzabschnitt der interagierenden Peptide aus Abb. 3.1.
Die neun Aminosäuren lange Core-Sequenz selbst bindet allerdings nicht
an Pex19. Offensichtlich ist für die Interaktion eine Proteinumgebung der
Sequenz nötig, die fehlende Interaktion könnte auch ein Artefakt aufgrund
der Spotsynthese auf der Membran darstellen. Weiterhin ist möglich, daß
der freie Terminus des auf der Membran befindlichen Peptids die Interaktion
stört.
Die Zusammensetzung des Peptides entspricht den publizierten Motiven
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aus basischen (K) und hydrophoben (I,F,L) Aminosäuren. Um näher zu un-
tersuchen, welche Aminosäuren für die Interaktion essentiell sind, wurde eine
Mutationsanalyse durchgeführt (Abb. 3.4).
Abbildung 3.4: Mutationsanalyse des 20 Aminosäuren langen Bindebereichs aus Pex13p.
Jede der 20 Aminosäuren wurde sukzessive durch alle anderen Aminosäuren ausgetauscht.
Dabei werden sukzessive die Aminosäuren an allen Positionen des zu un-
tersuchenden Peptids durch alle 20 Aminosäuren ausgetauscht und die resul-
tierenden Peptide auf ihre Pex19-Bindung überprüft.
Während Aminosäureaustausche an den beiden Enden des Peptides kei-
ne weitreichenden Auswirkungen zeigen und die Bindung an Pex19 erhalten
bleibt, ist der schon in den vorherigen Analysen aufgefundene mittlere Bereich
kritisch. Insbesondere der Leucinrest an Position 9 kann nur durch ähnliche
Aminosäuren ausgetauscht werden.
An der Abbildung wird ein deutlicher Mangel der Technik sichtbar: die
Meßwerte streuen erheblich. So ist z. B. auf der in Abb. 3.4 das Originalpep-
tid aus Pex13 40mal enthalten. Die Meßwerte streuen zwischen ca. 15 000
und 50 000. Dies ist sowohl auf unterschiedliche Effizienz des Synthese als
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auch auf ungleichmäßige Benetzung der Oberfl̈ı¿1
2
Äae durch Antikörperlö-
sung beim Entwickeln und schließlich Ungenauigkeiten beim Auslesen der
Phosphoreszenzintensitäten zurückzuführen [144]. Ein weiteres Problem be-
steht darin, daß die Spots nicht immer kreisrund sind und daher teilweise die
Hintergrundintensität als Teil des Spots gezählt wurde oder Teile des Spots
außerhalb der Erfassungsgrenzen des Spots durch die Software liegen.
Durch Yeast Two Hybrid Technik konnte im Labor von Ralf Erdmann
gezeigt werden, daß auch im Kontext des full length Proteins eine Mutation
des Leucinrestes an Position 9 die Pex19-Interaktion verhindert [145].
3.4 Pattern-Suchen
Aus der in Abb. 3.4 gezeigten Mutationsanalyse können die an den jeweili-
gen Aminosäurepositionen tolerierten Aminosäuren abgeleitet werden. Dies
führt zu einem Pattern unter Tolerierung der Aminosäuren, die in der Muta-
tionsanalyse noch eine Interaktion mit Pex19 ermöglichten. Als restriktivste
Position erscheint hier die Aminosäure an Position 9, die randständigen Ami-
nosäuren sind offensichtlich für die Bindung nicht kritisch.
Aus den Ergebnissen der Mutationsanalyse wurde das Pattern
XXXX[CFILTVW]XX[ACFILQVWY][CILV]XX[ACFILVWY][ILQRV]XX
herausgearbeitet. Um möglichst alle Bindestellen bei einer Suche im Proteom
aufzufinden, wurde das Pattern möglichst nichtrestriktiv gestaltet. Dies be-
herbergt allerdings den Nachteil, daß eine proteomweite Suche zu sehr vielen
Treffern führt.
Um die Suche einzugrenzen, wurden nur peroxisomale Membranprotei-
ne und als Kontrollgruppe Proteine der Vakuolenmembran aus S. cerevisiae
durchsucht. Die Suche führte zu 119 Treffern, die ebenfalls auf einer Cellulose-
membran synthetisiert und auf Pex19-Interaktion getestet wurden. Abb. 3.5
zeigt die Interaktion der Peptide aus peroxisomalen Membranproteinen.
Abbildung 3.5: Peptid-Blot der Pattern-Hits zur Überprüfung der Interaktion mit Pex19
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Obwohl das gewählte Pattern unrestriktiv ist, zeigen viele der geteste-
ten Peptide eine Interaktion mit Pex19. Unter den aufgefundenen Peptiden
befindet sich auch das Ursprungspeptid aus Pex13. Auffällig ist, daß viele
Peptide eine noch deutlich stärkere Interaktion zeigen.
Entgegen den Erwartungen interagieren auch teilweise Peptide, in denen
die Aminosäure an Stelle 9 durch Alanin ausgetauscht ist, so daß die aus der
Mutationsanalyse des Pex13-Peptids abgeleitete Notwendigkeit einer hydro-
phoben Aminosäure an dieser Position nicht bestätigt werden konnte.
3.5 Vorhersagematrix
Wesentlich interessanter als ein Pattern ist allerdings eine quantitative Vor-
hersagematrix. Statt nur bestimmte Aminosäuren an den entsprechenden Po-
sitionen zuzulassen oder zu verbieten und damit nur eine ja–nein-Entschei-
dung zu fällen, erlaubt eine Vorhersagematrix das ranking von Peptiden,




Äae an einer Position durch
eine
”
besonders günstige“ an einer anderen Position wieder aufgehoben wer-
den kann.
Mit Position specific scoring matrices können bindende Peptide selbst
dann erkannt werden, wenn keine Sequenzhomologie zwischen bekannten Bin-
dern und dem Targetpeptid vorliegt. Die Methode wurde bereits zur Vorher-
sage von MHC-bindenden Peptiden [146] und Sulfatierung von Tyrosylresten
[147] erfolgreich eingesetzt.
Die Methode setzt voraus, daß die Interaktion zwischen dem Peptid und
Pex19 spezifisch von sogenannten Ankerpositionen abhängt, also keine un-
spezifische Bindung an z. B. hydrophobe Bereiche vorliegt. Die Analyse der
Substitutionsmatrix (Abb. 3.4) zeigt, daß ein Fenster von neun Aminosäuren
Länge offensichtlich für eine spezifische Bindung erforderlich ist – für jede der
neun Positionen gelten spezifische Präferenzen für tolerierte Aminosäuren.
Der score eines Peptides durch Anwendung der Matrix ergibt sich dabei
durch Potenzierung der Eulerschen Zahl e mit der Summe der Matrixeinträge





Zunächst wurde unter Verwendung eines nichtlinearen Optimierungsal-
gorithmus’ (FrontLine Systems, Solver DLL V 3.5, Incline Villa, NV; 1999)
eine Matrix generiert, die die gemessenen Werte der Substitutionsanalyse
(Abb. 3.4) optimal wiederspiegelt. Dazu wurden die Matrixeinträge an neun
Aminosäurepositionen derart optimiert, daß die Summe der Abstandsqua-
drate zwischen berechnetem und gemessenem Wert minimal wird.
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Mit Hilfe dieser Matrix wurde die Sequenz des peroxisomalen Membran-
proteins Pex11 nach Pex19-Bindestellen durchsucht. Während die Anwen-
dung des Patterns zwei Peptide als mögliche Binder ergibt (KVLRLLQYLAR-
FLAV an Position 26 und YVALSGVVTSILGMQ an Position 215), ergibt
die Anwendung der Vorhersagematrix als besten Treffer das erste Peptid mit
einem score von 12 920. Das zweite durch den Pattern match gefundene Pep-
tid erhält durch die Matrix-Methode einen score von 3 590. Im Gegensatz
zur Patternsuche, die zwischen den Treffern nicht unterscheided, liegt bei
Anwendung der Matrix eine Wichtung vor.
Abbildung 3.6: Peptidscan von Pex11. Mit einem Versatz von zwei Aminosäuren wurden
Peptide der Länge 15 Aminosäuren synthetisiert, die das gesamte Protein abdecken. Man
erkennt deutlich einen Bindebereich.
Der Peptidscan durch Pex11 (Abb. 3.6) zeigt deutlich einen Bindebereich,
der das erste Peptid umfasst. Peptide im Bereich des zweiten Pattern match
zeigen keine Bindung. Auffällig ist hier, daß der bindende Bereich von Pex11
sechs Spots umfasst, die sich nur in fünf Aminosäuren überlappen.
Um die Spezifität der Pex19-Bindestelle weiter zu untersuchen, wurde
analog zur Mutationsanalyse des Peptides aus Pex13 auch das bindende Pep-
tid aus Pex11 untersucht (Abb. 3.7).
Besonders deutlich tritt auch hier die hohe Restriktivität der Aminosäure
an Position neun auf, wo eine verzweigtkettige aliphatische Aminosäure be-
vorzugt wird. Ähnliche Präferenzen treten auch an Positionen fünf und sechs
auf. Wie bei dem Peptid aus Pex13 sind auch hier die ersten und letzten
Aminosäuren nicht kritisch für eine Bindung an Pex19.
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Abbildung 3.7: Mutationsanalyse der Pex19-Bindestelle aus Pex11. Die an den jeweiligen
Positionen tolerierten Aminosäuren ähneln den Präferenzen aus dem Pex13-Peptid.
Wie kann die Information der neuen Experimente in die Vorhersagematrix
übernommen werden? Da die beiden Mutationsanalysen und die experimen-
telle Testung der Pattern-Hits unabhängige Experimente darstellen, sind die
auf den jeweiligen Membranen gemessenen Intensitäten nicht miteinander
vergleichbar.
Soll durch Minimierung eine Vorhersagematrix gefunden werden, die Kri-
terien aus allen drei Experimenten berücksichtigt, so muß für jedes der drei
Experimente ein frei skalierbarer Faktor eingebunden werden, mit dem die
Ergebnisse der Vorhersage multipliziert werden, um den unterschiedlichen
Intensitäten der Meßwerte auf den Membranen Rechnung zu tragen.
In diesem Fall wurde der Faktor f für jede Membran so berechnet, daß die
Summe der quadratischen Abweichungen für die jeweilige Membran minimal
wird. Bei Vorhersagewerten pi und Meßwerten mi ergibt sich die Summe der







































































Mittels dieser Gleichung läßt sich direkt (on the fly) der rmsd unter Verwen-
dung des optimalen Faktors f für jede Einzelmatrix berechnen.
Um möglichst viele Informationen aus Experimenten in die Vorhersage-
matrix einzubeziehen, wurde mittels des nichtlinearen Optimierungsprogram-
mes eine Matrix generiert, die mit möglichst geringem rmsd aus den Sequen-
zen der Peptide die Meßwerte der Substitutionsmatrizen für die Peptide aus
Pex13 (Abb. 3.4) und Pex11 (Abb. 3.7) sowie die Meßwerte der Pattern hits
aus Abb. 3.5) generiert. Die optimierte Matrix ist in Tab. 3.3 gezeigt.
Die Matrix enthält nur Werte für die mittleren neun Positionen, die schon
in der Mutationsanalyse des Pex13-Peptides hervortraten (Abb. 3.4). Matrix-
einträge zu jeder Position wurden durch Subtraktion des Mittelwertes der
jeweiligen Matrixeinträge auf den Mittelwert Null normiert. Es fällt auf, daß
die neunte Position offensichtlich die stärkste Stringenz aufweist. Hydrophobe
Aminosäuren an dieser Position begünstigen die Bindung an Pex19, polare
Aminosäuren sind ungünstig.
Weitere stringente Positionen sind an Stelle fünf und zwölf zu finden.
Insbesondere an der fünften Position sind die Aminosäurepräferenzen der
neunten Position sehr ähnlich – hydrophobe Aminosäuren wirken sich günstig
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Tabelle 3.3: Optimierte Matrix zur Vorhersage der Bindeaffinität von Peptiden zu Pex19.
Werte kleiner als -1 und größer als 1 sind hervorgehoben.
5 6 7 8 9 10 11 12 13
A 0.253 -0.193 0.437 -0.490 2.637 0.187 0.400 1.020 0.231
C 0.267 -0.628 -1.308 0.733 2.429 0.092 0.003 0.833 0.182
D 0.265 -1.068 -0.924 -0.510 -1.160 -0.295 0.029 -0.983 -0.684
E -0.181 -0.386 0.064 -0.046 -1.755 -1.857 0.089 -0.056 -0.490
F 1.582 0.992 -0.601 0.839 2.072 0.608 0.388 1.184 0.144
G -0.980 -0.317 -0.660 -0.762 -1.796 -0.064 -0.585 -0.951 -0.395
H -0.762 0.022 0.490 -0.248 -2.261 -0.114 0.148 0.309 -0.263
I 1.178 0.686 0.272 0.936 2.870 0.581 0.013 1.102 0.717
K -2.758 0.521 0.557 -0.642 -2.226 0.441 0.271 -1.483 -0.293
L 1.657 0.749 0.185 1.201 2.927 0.693 0.615 1.473 0.900
M 0.243 0.499 -0.221 -0.025 -0.012 -0.179 0.083 -0.011 -0.497
N -0.453 -2.062 -0.521 -0.662 -1.504 -1.218 -1.135 -0.166 -0.283
P -1.919 -0.590 -0.246 -3.189 -1.771 -1.176 -0.397 -3.798 -1.060
Q -0.841 0.340 0.066 0.574 -2.149 0.259 0.420 0.408 0.922
R -0.470 0.648 0.695 -0.428 -1.471 0.263 0.362 0.101 1.011
S -0.258 -0.357 0.822 0.115 -0.997 0.179 0.179 0.253 0.099
T 1.284 0.067 0.290 0.239 -0.026 0.174 -0.227 0.126 -0.091
V 0.977 0.777 0.184 1.263 2.767 0.778 -0.122 0.803 0.695
W 0.754 0.372 0.426 0.802 0.976 0.612 0.113 1.154 -0.304
Y 0.163 -0.072 -0.005 0.299 0.448 0.035 -0.647 -1.317 -0.541
aus (insbesondere die verzweigtkettigen aliphatischen), polare Aminosäuren
sind ungünstig.
Die Ähnlichkeit der Aminosäurepräferenzen an den Positionen fünf, neun
und zwölf läßt auf eine helikale Struktur der Bindestelle schließen – in einer
Helix liegen diese Positionen jeweils auf der gleichen Seite. Auch der an je-
der Position auftretende negative Effekt des Prolins spricht für eine helikale
Struktur, da diese Aminosäure Helices destabilisiert. Auch der typische He-
lixbrecher Glycin wirkt sich an jeder Position negativ aus.
Der prediktive Wert der Vorhersagematrix kann nun durch die Untersu-
chung weiterer Proteine festgestellt werden. Zu diesem Zweck wurden die Pro-
teine Pex12 (Abb. 3.8), Pex25 (Abb. 3.9) und Pex27 (Abb. 3.10) abschnitts-
weise in 15er Peptides synthetisiert, die das gesamte Protein abdecken.
In allen drei Fällen kann der im Experiment gefundene Bindebereich
durch die Matrix vorhergesagt werden. Es fällt auf, daß unter Verwendung
der Vorhersagematrix oft mehrere Treffer hintereinander gefunden werden,
typischerweise im Abstand von vier Aminosäuren. Der Grund dafür liegt in
der Ähnlichkeit der Spalten fünf und neun in der Vorhersagematrix.
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Abbildung 3.8: Peptidscan von Pex12 (rot) und vorhergesagte Bindeaffinitäten (gestri-
chelte Linien). Das Protein wurde mit einem Versatz von zwei Aminosäuren in 15er Pep-
tiden synthetisiert. Die Größenordnung der frei skalierbaren Vorhersagewerte wurde den
Meßwerten angepasst. Blau: vorhergesagt als helikaler Bereich nach NNPredict [148]
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Abbildung 3.9: Peptidscan von Pex25. Vgl. Abb. 3.8
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Abbildung 3.10: Peptidscan von Pex27. Vgl. Abb. 3.8
Weiterhin fällt auf, daß die angegebenen Bindebereiche oft l̈ı¿1
2
Äaere Ab-
schnitte des Proteins umfassen. So erstreckt sich zum Beispiel der erste, große
Bindebereich von Pex12 über zwanzig Positionen – die jeweils am Rand des
Bindebereiches liegenden Peptide haben also keine Aminosäure gemein.
Die gefundene Länge der Bindebereiche und die Vielzahl der oft in Clu-
stern auftretenden Treffer der Matrixvorhersage sprechen für eine Bindung
von Pex19 an längere amphiphatische helikale Bereiche.
Welche Positionen des Sequenzmotivs sind für die Bindung entscheidend?
Um dieses Problem zu untersuchen, wurden unter Verwendung der gleichen
Daten (Mutationsanalyse der Peptide aus Pex13 und Pex11 sowie Pattern-
Hits) Matrizen mit sieben, acht, zehn und elf Spalten berechnet.
Bei der Verwendung von mehr Positionen besteht die Gefahr des overfit-
ting – die erstellten Matrizen bilden zwar den Trainingsdatensatz besser ab,
ihr prediktiver Wert ist aber kleiner. Die Auslassung von Sequenzpositionen
führt zu einer Ausblendung von Informationen an den entsprechenden Stel-
len. Wenn diese Aminosäurepositionen für die Bindung wichtig sind, führt
dies zu einer Verschlechterung der Vorhersage.
Der prediktive Wert der Matrizen kann nur visuell durch Vergleich mit
Peptidscans ermittelt werden – eine berechnete Größe wie der rmsd tr̈ı¿1
2
Äa
nicht der Tatsache Rechnung, daß Peptide mit einer Verschiebung von we-




Weder eine Verkleinerung noch eine Vergrößerung des untersuchten Se-
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quenzfensters führte zu einer Verbesserung der Vorhersagen (nicht gezeigt).
Die gewählten neun Positionen sind offenbar das bindungstragende Motiv.
Dem overfitting kann entgegengewirkt werden, indem bei der Minimie-
rung des rmsd ein Strafterm für Abweichungen der Matrixeinträge von Null
eingeführt wird [146, 149]. Dies verhindert, daß einzelne Matrixeintr̈ı¿1
2
Äa
auf schwacher Datengrundlage unangebracht erhöht werden. Die Wahl eines
kleinen Strafparameters beeinflußt die Optimierung der Matrix nur wenig,
bei Erhöhung des Strafparameters wird die erhaltene Matrix der Nullmatrix
ähnlicher und damit weniger selektiv. Die Wahl verschiedener Strafparame-
ter für Matrizen mit unterschiedlicher Anzahl an Positionen führte nicht zu
einer Verbesserung der Vorhersageergebnisse (nicht gezeigt).
3.6 Permutationen
Unterscheiden sich die einzelnen Aminosäurepositionen in der Pex19-Binde-
stelle von Position zu Position, oder sind Nachbarpositionen gegeneinander
austauschbar? Wenn dem so ist, dann spräche dies eher für eine unspezifi-
sche Bindung (hydrophobe Bereiche, Chaperon-Funktion von Pex19 [135]),
im entgegengesetzten Fall wäre eine spezifische Interaktion bestimmter Posi-
tionen der Bindesequenz mit Pex19 wahrscheinlicher.
Um dieser Frage nachzugehen, wurden paarweise Austausche von Ami-
nosäuren im Bindepeptid von Pex13 durchgeführt. Die Austausche wurden
komplett durchgeführt, d. h. auch bei einem Austausch einer Aminosäure mit
sich selbst wurde der entsprechende spot auf der Membran synthetisiert.
Abbildung 3.11 zeigt am Beispiel des Lysins an Position 10, daß ein Aus-
tausch durch die ı̈¿1
2
Äaliche Aminosäure Arginin, nicht aber durch die be-
nachbarte Aminosäure Leucin möglich ist. Dies deutet auf eine spezifische
Interaktion des Peptids mit Pex19 hin, bei der jede Aminosäure des bin-
denden Peptides einen spezifischen Interaktionspartner in Pex19 besitzt. Die
unterschiedlichen Meßwerte bei Peptiden gleicher Sequenz (K gegen K aus-
getauscht) sind auf experimentelle Fehler der Methode zurückzuführen.
Die Austausche anderer Aminosäuren führen zu ähnlichen Ergebnissen –
stets ist ein Austausch ähnlicher Aminosäuren möglich, ein Platztausch be-
nachbarter Aminosäuren verringert die Affinität zu Pex19 stark. Die vermin-
derte Bindungsfähigkeit zu Pex19 steht auch mit der postulierten helikalen
Struktur des Peptids in Einklang – eine Verschiebung um eine Aminosäure























Abbildung 3.11: Permutation des Pex13-Bindepeptides. Beispielhaft ist hier der Aus-
tausch von Lysin an Position 10 mit allen anderen Aminosäuren des Peptids gezeigt.
3.7 Konservierung der Bindestelle
Die bisher geschilderten Experimente wurden mit Peroxinen der Hefe S. ce-
revisiae durchgeführt. Im weiteren Verlauf der Untersuchung soll nun geklärt
werden, ob das Bindemotiv auch beim Menschen konserviert ist, d. h. ob die
aus Hefedaten gewonnene Vorhersagematrix auch die Bindestellen der huma-
nen Proteine an humanes Pex19 richtig erkennt.
Dazu wurden die bekannten humanen peroxisomalen Membranproteine
mittels der Vorhersagematrix nach Bindestellen durchsucht (Tab. 3.4). Wie
auch bei den Hefeproteinen, finden sich häufig in der Nachbarschaft von Pep-
tiden mit hohem score weitere Peptide, die ebenfalls eine hohe Bewertung
durch die Matrix erhalten. Die Sequenzen dieser randständigen Peptide wur-
den in der Tabelle mit berücksichtigt. Vielfach liegen die vorhergesagten Bin-
debereiche in Regionen, die für Targeting (Tab. 3.1) oder Bindung (Tab. 3.2)
von Peroxinen von Bedeutung sind.
Um die Vorhersagen zu prüfen, wurden zu jedem Treffer neun 15 Amino-
säure lange Peptide mit einem Versatz von je zwei Aminosäuren synthetisiert
und auf die Bindung an humanes Pex19 getestet (Abb. 3.12).
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Tabelle 3.4: Vorhergesagte Bindestellen humaner peroxisomaler Membranproteine. Angegeben sind
jeweils die Positionen und Sequenzen der Peptide mit den höchsten scores innerhalb eines Proteins. Im
Falle von breiteren Peaks ist die erweiterte Sequenz dargestellt. Helix: helikaler Anteil des core-Motivs
nach NNPredict [148]
Protein Position Sequenz Score Helix
PEX2 147–161 KLGGLINFLIFLQRG 7714 0,40
PEX2 199–213 lwhGFAEFLIFLLPLINV 7014 0,73
PEX2 52–66 FEPEVKACLWVFLWRftiy 3522 0,80
PEX10 238–252 syRLLGVISLLHLVLSMglq 6736 0,80
PEX10 157–171 qRRALLRAVFVLRQGL 4882 1,00
PEX11α 173–187 eETEWLQSFLLLLFRS 13473 1,00
PEX11β 236–250 GLCGLVSSILSILTLiypwlrl 9095 0,20
PEX11β 186–200 pqLALKLRLQVLLLARVlrgh 6931 1,00
PEX11γ 126–140 rwWTLSTTLWALSLLLG 3714 0,73
PEX11γ 141–155 VARSLWMLLKLRQRL 3024 0,87
PEX12 58–72 WFDEIFTLLDLLLQQhy 10723 1,00
PEX13 177–191 lkihftKVFSAFALVRTIRYLyrrlqrmlglrrgs 2437 1,00
PEX14 24–38 PREPLIATAVKFLQNs 6559 0,40
PEX16 119–133 vwgevgrwlvialiqlAKAVLRMLLLLWFKA 6749 1,00
PEX26 276–290 aspsSLHFLYKLAQLFRWIrkaafs 8507 0,93
PEX26 253–267 fslpsKKSLLAALILCLLVVrfdpa 8439 0,73
PMP22 103–117 PLAGLRRLLLDRLVFa 6974 0,73
PMP22 18–32 PRRALAQYLLFLRLYp 4105 0,93
PMP24 127–141 iNMYLLSRVLFALSRL 6399 0,87
PMP24 155–169 PFPLLTAVVWGLVLWlfeyh 4384 0,53
PMP24 6–20 appQLRALLVVVNALLRK 3550 1,00
PMP34 271–285 lEAKLLQTVLTAALMFlvye 7875 1,00
PMP69 581–595 SLEKFHSLVLKLCGG 8221 0,67
PMP69 316–330 vsknafVCIYLISCFTQLIDLstt 6342 0,07
PMP69 39–53 ssqNALMFLTLLCLTLLEqf 4828 0,93
PMP69 20–34 rprldlqFLQRFLQILKVLFPSwss 3624 0,73
PMP70 82–96 fckETGYLVLIAVMLVSR 10110 0,33
PMP70 59–73 VDKVFFSRLIQILKImvpr 7314 0,80
ALDP 68–82 NRVFLQRLLWLLRLLfprvlc 37393 0,87
ALDRP 80–94 VNADFFKQLLELRKI 19872 0,80
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Abbildung 3.12: Interaktion vorhergesagter humaner Bindebereiche mit humanem Pex19.
Neben dem zentralen Peptid aus Tab. 3.4 (Pfeil) wurden zu jeder Seite je vier Nachbar-
peptide mit zwei Aminosäuren Versatz synthetisiert. Das letzte Peptid (ALDP41−55) dient
als Negativkontrolle.
In den meisten Fällen interagieren die vorhergesagten Bereiche mit Pex19.
Die Konservierung der Bindestelle zwischen Hefe und Mensch konnte somit
gezeigt werden. Durch Yeast two hybrid Technik und zelluläre Lokalisati-
onsstudien konnte gezeigt werden, daß Bindebereiche von Mensch und Hefe
jeweils wechselseitig auch mit dem jeweils anderen Pex19 interagieren [150].
Dies ist insofern erstaunlich, als die Sequenzidentität der beiden Proteine nur
20% beträgt.
Exemplarisch wurde das Protein Pex26 weiter untersucht, da bislang
nichts über das Targeting-Signal dieses Proteins bekannt ist. Der Peptid-
scan (Abb. 3.13) des humanen Proteins zeigt sowohl in der Vorhersage als
auch im Experiment zwei Bindestellen am C-Terminus des Proteins.
Durch Yeast Two Hybrid Experimente konnte gezeigt werden, daß ein
C-terminales Fragment von Pex26, das die beiden Bindestellen umfasst, für
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Abbildung 3.13: Peptidscan von Pex26. Vgl. Abb. 3.8
eine Interaktion mit Pex19 hinreichend ist. Auch die zweite Bindestelle allein
ist für eine Interaktion hinreichend [150].
3.8 Diskussion
Ausgehend von einer Analyse von Peptiden aus dem peroxisomalen Mem-
branprotein Pex13 konnte der Pex19-Bindebereich des Proteins aufgefunden
und auf neun zentrale Aminosäuren eingegrenzt werden. Eine Längenanalyse
zeigte, daß selbst Peptide aus elf Aminos̈ı¿1
2
Äaen, die das zentrale Peptid
enthalten, Pex19 binden. Dies ist ein Indiz für eine spezifische Bindung, im
Gegensatz zur vorgeschlagenen Funktion von Pex19 als unspezifisches Cha-
peron [135].
Der für die Pex19-Bindung verantwortliche Bereich in Pex13 konnte auch
durch die Analyse von Verkürzungskonstrukten aus Pex13 mittels Yeast Two
Hybrid Technik nachgewiesen werden. Eine Bindung des entsprechenden Be-
reichs an Pex19 findet also offensichtlich auch unter in vitro-Bedingungen
statt.
Die Mutationsanalyse des Bindebereichs aus Pex13 zeigt, daß hydrophobe
Reste an verschiedenen Positionen eine Schlüsselrolle einnehmen. Ausgehend
von den Informationen aus der Mutationsanalyse konnte ein Pattern erstellt
werden, das die Suche nach Bindestellen in weiteren Proteinen ermöglichte.
Unter Verwendung experimenteller Daten aus Mutationsanalysen und
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Peptiden, die dem Pattern entsprechen, konnte eine Vorhersagematrix zur
Identifizierung von Pex19-Bindestellen in peroxisomalen Membranproteinen
generiert werden. Die Matrix zeigt ähnliche Aminosäurepräferenzen an Posi-
tionen fünf, neun und zwölf, was auf eine amphiphatische Helix hinweist. Die
vorhergesagten Bindestellen in Proteinen der Bäckerhefe S. cerevisiae und
im Menschen konnten experimentell validiert werden.
Auch durch Austausche von Aminosäuren innerhalb von bindenden Pep-
tiden konnte die Spezifität der Bindung gezeigt werden: Ein Austausch ähn-
licher Aminosäuren wird toleriert, der Austausch benachbarter Aminosäuren
nicht. Dies ist ein weiteres Indiz für die helikale Struktur des Bindebereiches,
da ein Versatz von einer Aminosäure zu einer veränderten Ausrichtung der
Seitenketten führt. Diese Befunde sprechen für eine spezifische Bindung von
Pex19 an Targetsignale und lassen eine Funktion von Pex19 als unspezifisches
Chaperon [135] unwahrscheinlich erscheinen.
Bislang ist aber nur das Auffinden von bindenden Bereichen innerhalb ei-
nes Proteins möglich – das Durchsuchen kompletter Proteome nach Bindestel-
len liefert zu viele unspezifische Treffer. Unter den am höchsten bewerteten
Bindebereichen in Proteinen findet sich kein höherer Anteil an peroxisomalen
Membranproteinen als in Kontrollgruppen (nicht gezeigt).
Eine weitere Steigerung der Spezifität der Vorhersage ist daher wün-
schenswert. Es wäre möglich, zusätzlich zur Bewertung durch die Vorher-
sagematrix noch Ausschlußkriterien einzuführen, die die Anzahl gefundener
Treffer weiter limitieren. Denkbar wäre zum Beispiel eine Einbeziehung an-
derer Vorhersagemethoden wie zum Beispiel des Decision Tree Learning.
Auch durch das Einbeziehen von multiplen Alignments könnte die Vor-
hersage noch weiter verbessert werden. Zu diesem Zwecke werden momentan
multiple Alignments verschiedener Peroxine untersucht.
Kapitel 4
Lokale Sequenzähnlichkeiten
4.1 Vorhersagen aufgrund lokaler Sequenzum-
gebungen
Neben den im letzten Kapitel behandelten Signalsequenzen für das Prote-
in Targeting lassen sich aus lokalen Sequenzumgebungen noch weitere In-
formationen ablesen. Ein weit verbreitetes Sequenzmotiv ist zum Beispiel
Asn-X-Ser/Thr, dessen Asparaginrest häufig N-Glycosyliert wird [151]. Für
die Effizienz der Glycosylierung ist die Aminosäure hinter dem Ser/Thr-Rest
mit ausschlaggebend [152].
Ebenso zeigen die Phosphorylierungssites verschiedener Kinasen eine de-
finierte Präferenz für die Sequenzumgebung von Serin-, Threonin- und Ty-
rosinresten, was die Vorhersage derartiger Sites in Proteinen erlaubt [153,
154]. Auch posttranslationale Modifikationen wie N-terminale Myristoylie-
rung [155] und andere Lipidmodifikationen [156] sind durch spezifische Se-
quenzmotive codiert. Auch die Ubiquitinmarkierung von Proteinen, die zum
proteiasomalen Abbau führt, wird durch ein kurzes Sequenzmotiv (PEST)
vermittelt [157].
Neben posttranslationalen Modifikationen läßt sich auch die Sekundär-
struktur von Proteinen bereits mit einer Trefferquote von über 76% vor-
hersagen [158]. Bei der Sekundärstrukturvorhersage fließen allerdings neben
lokalen Sequenzcharakteristika auch long range-Effekte und Informationen
aus multiplen Alignments mit ein. Daß die bloße lokale Sequenzumgebung
die Sekundärstruktur im Protein nicht allein determiniert, wird auch durch
die bereits beschriebenen Chamäleon-Sequenzen (s. S. 18) deutlich.
Hier soll untersucht werden, inwieweit ein weiteres Charakteristikum der
lokalen Faltung, die Konformation von Prolylbindungen in Proteinen, durch
lokale Sequenzumgebungen bestimmt wird.
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4.2 Bedeutung von cis-Prolylbindungen
Durch Mesomerieeffekte hat die Peptidbindung teilweise Doppelbindungs-
charakter, was dazu führt, daß der Torsionswinkel ω nur Werte um 0◦ und
um 180◦ annimmt (Abb. 4.1).
Abbildung 4.1: Durch Mesomeriestabilisierung (Delokalisierung des freien Elektronen-
paars am Stickstoffatom) ist die Peptidbindung planar.
Die große Mehrheit der Peptidbindungen nimmt die trans-Konformation
(ω=180◦) ein. Nur 0,28% der Peptidbindungen finden sich in cis-Konforma-
tion, während im Gegensatz zu anderen Aminosäuren Prolin in über 5% der
Fälle cis-Peptidbindungen eingeht [38]. Da die Peptidbindung in früheren Ar-
beiten grundsätzlich als trans angenommen wurde [37], sind cis-Prolylreste
oft
”
übersehen“ worden. Heute weiß man, daß cis-Prolylreste wichtige Auf-
gaben in vielen Proteinen erfüllen.
So ist zum Beispiel ein konservierter cis-Prolylrest im inhibitorischen
Loop des Bowman-Birk Proteaseinhibitors essentiell für dessen Funktion.
Wird der entsprechende Prolylrest durch Alanin ausgetauscht, bildet sich
eine trans-Peptidbindung an der entsprechenden Stelle, und das Protein ist
inaktiv; Mutationen in der Umgebung des cis-Prolylrestes destabilisieren die
cis-Konformation und führen zu einer Verringerung der Aktivität, da im
Gleichgewicht nur ein Teil der Proteine in der cis-Konformation vorliegt. Es




Umklappen“ der Prolylbindung kann auch als molekularer Schal-
ter dienen – so zum Beispiel im Prothrombin, wo nach Calciumbindung eine
trans-Prolylbindung in die cis-Konformation wechselt und so die Membran-
verankerung des Proteins ermöglicht wird [160]. Auch im Mannosebindenden
Protein wird durch Calciumbindung eine Prolylbindung isomerisiert [161].
Eine spezielle Peptidylprolyl-cis-trans-Isomerase, Pin1, reguliert durch Kon-
formationsänderung an Prolylbindungen eine Reihe von Substraten, unter
anderem NIMA-Kinase [162], Cdc25, Myt1, Wee1, Plk1 und Cdc27 [163]
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und verhindert dadurch den Eintritt der Zelle in die Mitose. Auch eine In-
teraktion mit RNA-Polymerase II [164] sowie Histon-Deacetylase [165] und
dadurch eine direkte Regulation der Transkription konnte nachgewiesen wer-
den. Scheinbar interagiert Pin1 auch mit phosphoryliertem Tau-Protein, das
in der Alzheimer-Krankheit eine Rolle spielt [166, 167].
Für einige Proteine wie z. B. DsbA [168] konnte gezeigt werden, daß die
Ausbildung einer cis-Peptidylbindung für die Stabilität des Proteins entschei-
dend ist – nach Mutation des entsprechenden Prolylrestes war die Stabilität
der Proteine merklich vermindert. In Ribonuclease T1 [169], Aspartat Ami-
notransferase [170] und Aspartat Transcarbamoylase [171] hingegen bleibt die
cis-Peptidylbindung auch erhalten, wenn der beteiligte Prolinrest zu Alanin
mutiert wird.
Schon in frühen Arbeiten konnte gezeigt werden, daß die Ausbildung der
cis-Prolylbindung eine Verzögerung im Faltungsvorgang von Proteinen wie
Thioredoxin [172], Ribonuclease T1 [173] und Staphylokokken-Nuclease [174]
hervorruft.
Daten zu Häufigkeit und Sequenzumgebungen von cis-Prolylresten exi-
stieren von mehreren Gruppen. Die beobachtete Häufigkeit von cis-Prolyl-
resten divergierte aufgrund der kleinen Zahl von Proteinstrukturen in frühen
Studien. Stewart et al. gaben 1990 einen Anteil von 6,5% cis-Prolylbindungen
an [175], Frömmel und Preissner im gleichen Jahr 6% [39], während Weiss et
al. 1998 5.21% der Prolylreste in cis-Konformation vorfanden.
Mehrere Gruppen untersuchten bereits die Sequenzumgebungen von cis-
Prolylresten und versuchten, sequenzbasierte Regeln für das Auftreten eines
cis-Prolylrestes zu finden [39, 176, 177]. Der generelle Befund war stets eine
Häufung aromatischer Aminosäuren an der Position vor dem cis-Prolylrest.
Eine anderen Herangehensweise ist die Vorhersage mittels Support Vec-
tor Machines . Informationen über die zu beurteilenden Sequenzen werden
dabei durch Anwendung einer mathematischen Funktion in einen mehrdi-
mensionalen Raum (feature space) übertragen, in dem eine Trennung der
beiden Klassen durch eine Hyperfläche möglich ist. Die an einem Lerndaten-
satz ermittelte Hyperfläche kann daraufhin zur Differenzierung der Proteine
in Testdatensätzen verwendet werden. Die Methode wurde von Wang et al.
zur Vorhersage von cis-Prolylresten verwendet [178].
Nicht nur die Häufigkeit, auch die Analyse der Sequenzumgebungen diver-
gierte zwischen den verschiedenen Autoren: Stewart et al. [175] fanden Trp-
Pro-Bindungen niemals in cis-Konformation, Tyr-Pro hingegen in 20% der
Fälle; Pal und Mitarbeiter [176] fanden in mehr als 10% der cis-Prolylreste
Tryptophan als Vorgänger des Prolins, während die Tyr-Pro-Bindung nur in
9,7% der Fälle die cis-Konformation einnahm.
Eine bedeutende Frage ist hier, ob nur die direkte Sequenzumgebung
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des Prolylrestes oder komplexere weitreichende Wechselwirkungen die Aus-
bildung von cis-Prolylresten steuern. Untersuchungen an Peptiden deuten
darauf hin, daß die Aminosäure vor Prolin den Gehalt an cis-Prolylresten
qualitativ in derselben Weise beeinflußt wie in Proteinen [177].
4.3 Zielsetzung
Es soll untersucht werden, inwieweit cis-Prolylreste in homologen Proteinen
konserviert sind. Unterschiede in der lokalen Sequenzumgebung von cis- und
trans-Prolylresten sollen analysiert werden, auch im Hinblick darauf, ob die
Ausbildung einer cis-Prolyl Bindung eher durch lokale oder globale Effekte
vermittelt wird. Interessant ist auch die Frage, ob sich die Konformation der
Peptidbindung aus lokalen Sequenzmustern vorhersagen läßt. Besonders für
das homology modelling ist die Erkennung von cis-Prolylresten von großer
Wichtigkeit.
4.4 cis-Prolylbindungen in bekannten Prote-
instrukturen
4.4.1 Abhängigkeit von der Auflösung
Nichtredundante Teilmengen der Protein Data Bank [6] mit unterschiedlichen
Schwellenwerten der gegenseitigen Sequenzidentitäten und unterschiedlichen
Auflösungsgrenzen wurden vom PISCES-Server [179] bezogen.
Zunächst wurde die Abhängigkeit des Anteils an cis-Prolylresten von der
Auflösung der Proteinstrukturen untersucht. Datensätze von Proteinen mit
unter 25% paarweiser Sequenzidentität und unterschiedlichen Auflösungs-
grenzen wurden auf ihren Gehalt an cis-Prolylresten überprüft (Abb. 4.2).
Ein Torsionswinkel der CO–NH-Bindung (ω) von -45◦ bis 45◦ wurde dabei als
cis-Prolylbindung gewertet, Winkel im Bereich von 135◦ bis 225◦ als trans.
Größtenteils (ca. 97%) weichen die Torsionswinkel allerdings weniger als 10◦
von den idealen 0 bzw. 180◦ ab, 86% liegen sogar in einem Intervall der Breite
±5◦ um einen der beiden Winkel.
Wie bereits in vorherigen Studien [38, 175, 39] festgestellt, ist der Anteil
an cis-Prolylbindungen in schlechter aufgelösten Strukturen kleiner als in gut
aufgelösten Strukturen. Da die Peptidbindung in den meisten Fällen in der
trans-Konformation vorliegt, wird bei Strukturen schlechter Auflösung oft






















Abbildung 4.2: Anteil von cis-Prolylbindungen in Proteinen verschiedener Auf lösungen.
Bei schlechterer Auf lösung sinkt der Anteil an cis-Prolylresten stark.
aufgezeichneten Reflexe läßt keine eindeutige Zuordnung der Konformation
zu.
In Datensätzen mit kleiner paarweiser Sequenzidentität fanden wir nicht
den publizierten hohen Anteil an cis-Prolylresten. In einem Datensatz mit
unter 25% paarweiser Sequenzidentität und Auflösungen besser als 2 Å fan-
den Weiss et al. 6% der Proline in cis-Konformation [38], in dieser Arbeit
betrug der Gesamtanteil bei diesen Proteinen nur 4,9%.
4.4.2 Abhängigkeit von paarweisen Sequenzidentitäten
Es wurde hingegen eine starke Abhängigkeit von der gewählten oberen Gren-
ze der Sequenzidentitäten gefunden (Abb. 4.3). Der starke Anstieg des Anteils
von cis-Prolylresten ist zu einem großen Teil auf die Anhäufung von Immu-
noproteinen zurückzuführen, die essentielle cis-Prolylreste besitzen: Ein Aus-
schluss sämtlicher Proteine mit den Schlüsselwörtern FAB, antibody, MHC,
histocompatibility oder HLA führt zu einem Abfall von 5,72% auf 5,07% im
Datensatz mit 95% Sequenzidentität. Proteine dieser Gruppe, die das Schlüs-
selwort
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ohne Antikörper und identische
Abbildung 4.3: Abhängigkeit des Anteils an cis-Prolylresten vom Schwellenwert der Se-
quenzidentitäten innerhalb des Datensatzes. Ein Zulassen von größerer paarweiser Sequen-
zidentität führt zu einem Anstieg des Anteils. Dies ist zu einem großen Teil auf identische
Pepdidstücke in Proteinen (vgl. ”ohne identische“) und zum Teil auf Immunoglobuline (vgl.
”ohne Antikörper“) zurückzuführen.
Ein Ausschluß von Sequenzen, deren Aminosäuresequenz in einem Fenster
von 21 Aminosäuren mit einer bereits im Datensatz enthaltenen Sequenz
übereinstimmt, senkt den Anteil an cis-Prolylresten ebenfalls dramatisch ab
(Abb. 4.3,
”
ohne identische“). Dies ist ein Indiz für die Häufung identischer
oder sehr ähnlicher Proteine in der PDB, die einen hohen Anteil an cis-
Prolylresten aufweisen.
4.4.3 Abhängigkeit von B-Faktoren
Ist der Anteil an cis-Prolylresten auch abhängig von den B-Faktoren der je-
weiligen Aminosäuren? Der B-Faktor oder Temperaturfaktor ist ein Maß für
die Flexibilität eines Atoms innerhalb des Kristalls und ist mit der mittleren
Auslenkung u eines Atoms über die Beziehung B = 8π2u2 verknüpft. Hohe
B-Faktoren sind entweder auf hohe Flexibilität oder Fehler bei der Struk-
turaufklärung zurückzuführen.
Um die Abhängigkeit der Häufigkeit von cis-Prolylresten vom B-Faktor
festzustellen, wurde die Konformation der Prolylbindungen in einem Daten-
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satz von Proteinen mit einer Auflösung ≤2.0 Å bestimmt und dieser dann in





















Abbildung 4.4: Prolylreste mit unterschiedlichen B-Faktoren des Cα-Atoms zeigen deut-
lich unterschiedliche Anteile an cis-Peptidylbindungen. Gezeigt sind die jeweiligen Anteile
nach Unterteilung des Datensatzes nach B-Faktoren in 10 gleich große Gruppen und die
Mediane der jeweiligen Gruppen.
Es ist deutlich zu erkennen, daß Prolylreste mit kleineren Temperatur-
faktoren im Durchschnitt einen größeren Anteil an cis-Peptidylbindungen
aufweisen. Bei Prolinresten mit einem Temperaturfaktor unter 10 besitzen
sogar 7,3% der Peptidylbindungen die cis-Konformation.
Die Abhängigkeit von B-Faktoren ist ein weiteres Indiz für die Tatsa-
che, daß cis-Prolylreste in Proteinen bei der Strukturaufklärung oft un-
erkannt bleiben – eine irrtümliche Modellierung der entsprechenden Pepti-
dylbindung in der trans-Konformation führt zu hohen B-Faktoren, da die
Elektronendichte-Verteilung an dieser Stelle schlecht abgebildet wird.
4.4.4 Datensatz
Um zur Untersuchung nur Strukturen von guter Auflösung zu verwenden,
Redundanz zu vermeiden und dennoch einen möglichst großen Datensatz zu
erhalten, wurden Proteine mit weniger als 25% paarweiser Sequenzidenti-
tät, einer Auflösung von 2 Å oder besser und einem R-Faktor von 0,25 oder
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besser verwendet. Der R-Faktor ist ein Maß für die Übereinstimmung des
theoretischen Beugungsmusters mit dem gemessenen Beugungsmuster:
R =
∑
(|Fobs| − |Fcalc|)∑ |Fobs| .
Der Datensatz enthielt 1 729 Proteine mit 15 244 Prolinresten, die zu bei-
den Seiten mindestens 10 weitere Aminosäuren als Nachbarn besitzen. Von
diesen waren 742 (4.87%) in cis-Konformation.
Zusätzlich zu Prolylresten in cis-Konformation wurden 118 nichtprolyl-
cis-Aminosäuren gefunden (Tab. 4.1). Aus der Tabelle wird ersichtlich, daß
die verzweigtkettigen Aminosäuren Isoleucin und Leucin seltener, Glutamin,
Serin, Threonin und Tyrosin dagegen häufiger als erwartet in cis-Konforma-
tion auftreten.
Ein Grund für diese Häufung könnten die Wasserstoffbrücken-Donatoren
der genannten Gruppen darstellen, die auf diese Weise eine Wechselwirkung
mit der vorangehenden Aminosäure eingehen können, wenn diese durch die
Ausbildung einer cis-Peptidylbindung in Nachbarschaft stehen.
4.5 Vorhersage mittels Propensities
4.5.1 Methode
Als Propensity einer Aminosäure an einer Stelle in der Sequenz bezeichnet
man die Häufigkeit dieser Aminosäure an der entsprechenden Position in dem
Teil des Datensatzes, der das interessierende Kriterium erfüllt, normiert auf






Tritt zum Beispiel eine Aminosäure an einer bestimmten Position inner-
halb der Proteine mit cis-Prolylbindung doppelt so häufig auf wie in Protei-
nen mit trans-Prolylbindung, so ist die Propensity der Aminosäure an dieser
Stelle zwei.
Gilt die Annahme, daß sich die Aminosäuren gegenseitig nicht beein-
flussen, so läßt sich die Propensity eines Peptides durch Multiplizieren der
Propensities der einzelnen Aminosäuren berechnen. Der erhaltene Wert ist
dabei ein Maß dafür, wie wahrscheinlich es ist, daß das betreffende Peptid
eine cis-Prolylbindung ausbildet:
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Tabelle 4.1: Auftreten von non-Prolyl-cis-Aminosäuren im Datensatz mit 25%



























Die Wahrscheinlichkeit, daß ein Sequenzmotiv zur Ausbildung einer cis-
Peptidylbindung führt, hängt von der Propensity des Motivs Pmot und der
relativen Häufigkeit von cis-Peptidylbindungen pgencis ab.
Um die Propensities zu normalisieren, werden diese logarithmiert. Eine
Aminosäure, die gleich häufig in cis- und trans- Peptiden vorkommt, erhält
so den Wert Null. Die logarithmierten Propensities werden bei der Berech-
nung des Gesamtwertes für ein Peptid addiert, die Gesamt-Propensity eines
Peptides ergibt sich als als Exponentialwert dieser Summe.
Ein Schätzwert für die Qualität der Vorhersage mittels Propensities läßt
sich gewinnen, indem man den Datensatz in zwei Klassen – einen Trainings-
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und einen Testdatensatz einteilt. Die Propensities der einzelnen Positionen
werden dabei anhand des Trainingssatzes ermittelt und die Konformation
der Prolylbindung im Testdatensatz mit den erhaltenen Propensities vorher-
gesagt.
Die Güte der Vorhersage wurde mittels des AUC-Wertes [180] gemessen:
Peptide wurden nach ihrem score (Gesamt-Propensity) sortiert und sukzes-
sive zur Liste der als cis-Konformer vorhergesagten Peptide addiert. Nach
jedem Schritt wurde die specificity (Anteil der korrekt zugeordneten trans-
Peptide) gegen die sensitivity (Anteil der korrekt zugeordneten cis-Peptide)
aufgetragen. Das Integral unter der erhaltenen Kurve ist ein Maß für die
Güte der Vorhersage und entspricht der Wahrscheinlichkeit, daß ein zufäl-
lig ausgewähltes cis-Peptid einen höheren Score als ein zufällig ausgewähltes
trans-Peptid besitzt.
4.5.2 Prediktiver Wert verschiedener Positionen
Welche Positionen der Sequenz sind für die Vorhersage wichtig? Zunächst sol-
len die Vorhersagegüten unter Verwendung verschiedener Sequenzpositionen
verglichen werden (Abb. 4.5).
Die Größe des Trainings-Datensatzes wurde in Schrittweiten von 1% er-
höht und jeweils 5 000 randomisierte Trainingssätze zum Lernen verwendet,
die Abbildung zeigt die Vorhersagequalität (AUC-Wert) am verbleibenden
Rest des Datensatzes.
Bei Einbeziehung von 10 Aminosäuren zu beiden Seiten des Prolylrestes
in die Vorhersage wird bei hinreichend großem Trainingssatz ein AUC-Wert
von 0.648 erreicht, mit nur zwei Positionen zu beiden Seiten des Prolylrestes
erreicht der Wert 0.669. Mit der momentanen Größe des Datensatzes können
offensichtlich nur Informationen über vier Aminosäurepositionen gewonnen
werden, die Verwendung eines breiteren Sequenzfensters führt nicht zu einer
Verbesserung der Vorhersage.
Selbst bei der Verwendung nur einer Aminosäureposition zu beiden Seiten
des Prolylrestes wird die Vorhersage besser als mit 10 Positionen zu beiden
Seiten – ein Indikator, daß weiter entfernt liegende Positionen das Ergebnis
verrauschen.
Aus der Abbildung wird auch ersichtlich, daß der Trainingssatz für die Be-
rechnung der Propensities für die beiden dem Prolinrest benachbarten Ami-
nosäuren offensichtlich hinreichend groß ist, da die Vorhersagegüte bei größer
werdendem Trainingssatz ein Plateau erreicht. Insbesondere die Vorhersage
mit 10 Resten zu beiden Seiten des Prolins steigt aber bei größer werdendem






















Abbildung 4.5: Vorhersagegüte für cis-Prolylreste unter Verwendung verschiedener Se-
quenzpositionen (1, 2, 3, 4 und 10 Reste zu beiden Seiten des Prolylrestes) in Abhängigkeit
von der Größe des Trainings-Datensatzes. Die stabilste Vorhersage wird mit zwei Positio-
nen zu beiden Seiten des Prolylrestes erreicht.
Abbildung 4.6 zeigt, daß auch für zwei Aminosäurepositionen auf jeder
Seite des Prolylrestes die Lernmenge annähernd ausreichend ist: die Vor-
hersagegüte steigt bei größer werdendem Trainingssatz nicht mehr stark an,
und auch die Vorhersagegüte des Trainingssatzes auf sich selbst erreicht ein
Plateau.
Welche Aminosäureposition enthält die meiste Information? Um diese
Frage zu klären, wurden unter Verwendung von nur je einer Aminosäure-
position und einem Trainingssatz von 80% der verbleibende Testdatensatz
untersucht (Abb. 4.7). Es wird deutlich ersichtlich, daß die Aminosäure vor
dem Prolylrest (Position -1) die größte prediktive Aussagekraft besitzt. Dies
deckt sich auch mit publizierten Sequenzauffälligkeiten an dieser Position
[39, 176, 177].
Da offensichtlich die beiden dem Prolin am nächsten gelegenen Amino-
säurepositionen die beste Vorhersage ermöglichen, wurde eine weitere Li-
mitierung des Datensatzes unter Auslassung je einer weiteren Position un-
ternommen (Abb. 4.8). Die Aminosäure zwei Positionen vor dem Prolin ist
offensichtlich für die Vorhersage nicht von tragender Bedeutung. Bei der Ver-






















Abbildung 4.6: Vorhersagegüte des Trainingssatzes selbst (self) und des Testdatensatzes
mit Standardabweichungen bei Verwendung von zwei Aminosäurepositionen zu beiden Sei-
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Abbildung 4.7: Prediktive Aussagekraft einzelner Aminosäurepositionen. Gezeigt ist der
AUC-Wert der Vorhersage mit 80% Trainingssatz unter Verwendung nur jeweils einer
Aminosäureposition.
70
dung von zwei Positionen auf jeder Seite erkennbar, bei kleineren Datensätzen




















Abbildung 4.8: AUC-Werte bei Vorhersagen auf Grundklage asymmetrischer Amino-
säurefenster. Angegeben sind jeweils die zur Vorhersage benutzten Aminosäuren vor und
hinter dem Prolylrest. Bei der Verwendung der Position vor dem Prolylrest und zwei nach-
folgenden Positionen (1,2) sind bei kleineren Trainingssätzen bessere Ergebnisse möglich
als unter Verwendung von je zwei Positionen zu beiden Seiten des Prolylrestes.
In Tabelle 4.2 sind die Logarithmen der errechneten Propensities für zwei
dem Prolin benachbarte Positionen unter Einbeziehung des gesamten Daten-
satzes gezeigt.
Die Tabelle zeigt die bereits bekannte [39, 176, 177, 181] Häufung aromati-
scher Aminosäuren und eine verringerte Anzahl an verzweigten aliphatischen
Aminosäuren vor cis-Prolylresten. Desweiteren fällt auf, daß Cysteinreste
im Abstand von zwei Aminosäuren vom Prolylrest ebenfalls die Ausbildung
der cis-Prolylbindung begünstigen, ebenso wie ein weiterer Prolylrest zwei
Positionen hinter dem Prolin.
4.6 Konservierung von Prolylresten
Eine weitere interessante Frage betrifft den Konservierungsgrad von Pro-
lylresten im Vergleich zum Gesamtprotein. Da cis-Prolylreste oft wichtige
Funktionen übernehmen (s. Abschnitt 4.2), steht zu erwarten, daß Prolyl-
reste höher konserviert sind als andere Aminosäuren. Um diese Frage zu
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Tabelle 4.2: Logarithmen der Propensities einzelner Aminosäuren in den zwei dem Prolin
benachbarten Positionen. Werte über 0.5 und unter -0.5 sind hervorgehoben.
Aminosäure -2 -1 1 2
A 0.03 0.26 0.00 -0.52
C 0.73 -0.27 0.44 0.54
D -0.18 -0.54 -0.46 0.05
E -0.22 0.33 -0.84 -0.49
F -0.10 0.25 0.61 -0.06
G -0.06 0.61 -0.02 -0.08
H -0.05 -0.43 0.47 0.06
I -0.31 -1.05 -0.10 -0.11
K 0.12 0.01 -0.25 0.05
L -0.21 -0.75 0.18 -0.38
M 0.22 -0.13 0.02 -0.44
N 0.06 0.01 -0.08 0.37
P 0.27 0.49 0.30 0.83
Q 0.39 0.18 -0.15 -0.08
R -0.38 -0.22 -0.26 0.12
S 0.33 0.07 0.07 -0.30
T 0.13 -0.29 0.12 0.27
V -0.20 -0.68 -0.29 -0.04
W -0.42 1.15 -0.03 -0.01
Y 0.04 0.84 0.70 0.13
untersuchen, wurden multiple Alignments der 1 729 Proteine aus der HSSP-
Datenbank [182] verglichen. In Abhängigkeit vom Konservierungsgrad der
Gesamtproteine untereinander zeigt Abb. 4.9 die Konservierung der Prolyl-
und Nachbarreste.
Es fällt auf, daß Prolylreste stärker konserviert sind als die jeweiligen
Gesamtproteine. Cis-Prolylreste übertreffen in ihrer Konservierung noch die
trans-Prolylreste. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, daß Prolylreste – und
insbesondere cis-Prolylreste –wichtige Aufgaben in Proteinen übernehmen.
Der Konservierungsgrad der benachbarten Aminosäuren unterscheidet sich
dagegen nicht vom Konservierungsgrad der Proteine insgesamt.
In den Fällen, in denen die Prolylreste nicht konserviert sind, wurde die
Austauschfrequenz durch unterschiedliche Aminosäuren untersucht. Gibt es
Aminosäuren, die die kritischen Aufgaben von cis-Prolylresten besser erfüllen
und daher diese häufiger ersetzen als andere?
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Abbildung 4.9: Grad der Konservierung von Aminosäuren vor (-1) und hinter (+1) Pro-
lylresten sowie Prolylresten (0) im Vergleich zur Konservierung des Gesamtproteins. durch-
gezogene Linie: cis-Prolylreste bzw. benachbarte Aminosäuren; gestrichelte Linie: trans-
Prolylreste bzw. benachbarte Aminosäuren. Die Prolylreste sind erheblich stärker konser-
viert als der Rest des Proteins.
Abbildung 4.10 zeigt Unterschiede in den Austauschfrequenzen von cis-
und trans-Prolylresten (p<0.001). Aminosäuren vor cis-Prolylresten werden
offensichtlich eher durch Glycin und seltener durch verzweigtkettige aliphati-
sche Aminosäuren ausgetauscht als Aminosäuren vor trans-Prolylresten. Dies
kann auf die größere Flexibilität von Glycinresten zurückzuführen sein.
Auch cis-Prolylreste selber werden häufiger durch Glycin ausgetauscht als
trans-Prolylreste. Die flexible Aminosäure ist offensichtlich besser geeignet,
die Konformation des cis-Prolylrestes nachzuahmen.
Die Häufigkeiten der Austausche vor und hinter dem cis-Prolylrest äh-
neln qualitativ den in Tab. 4.2 aufgeführten Propensities – verzweigtkettige
Aminosäuren sind seltener vor cis-Prolylresten zu finden, Glutamat seltener
an der darauffolgenden Position.
4.7 Lokale Sequenzvergleiche
Wie die vergleichsweise geringen Vorhersagegüten nahelegen, sind die Propen-
sities der benachbarten Aminosäuren allein kein guter Indikator für die Kon-
formation von Prolylresten. Daher wurde im Folgenden untersucht, inwieweit
Ähnlichkeiten in der lokalen Sequenzumgebung von Prolylresten Rückschlüs-
se auf die Konformation der Prolylbindung erlauben. Symmetrische Fenster
steigender Größe um jeden cis-Prolylrest aus dem Datensatz wurden mit



























Abbildung 4.10: Austauschhäufigkeiten von cis (schwarze Balken) - und trans (graue
Balken) -Prolylresten und benachbarten Aminosäuren.
Abb. 4.11 zeigt die Anteile an Prolylresten mit unterschiedlichen lokalen Se-
quenzähnlichkeiten zu cis-Prolylresten, die ebenfalls die cis-Konformation
einnehmen. Ist eine lokale Sequenzidentität zu einem cis-Prolylrest ein Indi-
kator für das Auftreten der cis-Konformation?
Die Abbildung zeigt, daß bei wachsender Fenstergröße um den interes-
sierenden cis-Prolylrest selbst kleinere Sequenzidentitäten eine große Aus-
sagekraft besitzen. Betrachtet man die Sequenzidentität über das gesamte
Protein, sind selbst kleine Werte von 30% noch ein guter Indikator für die
Konservierung des cis-Prolylrestes. Bei kleineren Fenstergrößen ist ein hö-
herer Grad an Sequenzidentität notwendig, um auf die Konservierung des
cis-Prolylrestes zu schließen.
4.8 Strukturelle Alignments
In der HSSP-Datenbank werden nur Alignments mit einer Sequenzidentität
von >30% hinterlegt. Um auch Sequenzidentitäten von unter 30% zu untersu-
chen, wurden beispielhaft die in Tab. 4.3 aufgeführten Proteinfamilien aus der
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Abbildung 4.11: Anteil der Prolylreste in cis-Konformation für Peptide mit unterschied-
licher lokaler und globaler Sequenzidentität zu cis-Prolylresten bei verschiedenen Fenster-
größen der lokalen Sequenzidentität
Die Abbildung zeigt das Ausmaß der Konservierung der cis-Konformation in
alignierten Proteinen in Abhängigkeit von der Sequenzidentität der Proteine.
Die Proteinfamilien wurden nach Vorkommen von cis-Prolinen und großer
sequentieller Vielfalt ausgesucht, um auch strukturelle Alignments mit klei-
nen Sequenzidentitäten einzubeziehen.
Offensichtlich ist schon eine Sequenzidentität von ca. 20% ausreichend
zur Konservierung der Konformation der Bindung. Unterhalb dieser Marke
ist die cis-Konformation nicht mehr konserviert.
4.9 Sequenzalignments
Da die Vorhersage der Bindungskonformation aufgrund lokaler Sequenzum-
gebungen nicht zu befriedigenden Resultaten führte, wurden nun mit den
Sequenzen aus dem Datensatz jeweils Sequenzalignments zu sämtlichen ande-
ren in der PDB vorhandenen Proteinen durchgeführt, die die oben erwähnten
Qualitätskriterien hinsichtlich Auflösung und R-Faktor erfüllen. Alignments
eines Proteins mit sich selbst wurden nicht in die Bewertung einbezogen,
um so die Situation zu simulieren, die Konformation einer Prolylbindung in
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Tabelle 4.3: Superfamilien zur Untersuchung der strukturellen Alignments in Abb. 4.12.
Name SCOP code Proteine Proline cis-Proline
Restriktions-Endonucleasen 52980 144 1092 47
mikrobielle RNAsen 53933 242 1007 258
nucleotidbindend 51971 77 1009 52




























Abbildung 4.12: Konservierung von cis-Prolylresten in strukturellen Alignments. Prote-
ine aus vier SCOP-Superfamilien (Tab. 4.3) wurden strukturell aligniert. Gezeigt ist der
Anteil an cis-Prolylresten, der im Alignment mit cis-Prolylresten aligniert wird, in Abhän-
gigkeit von der Gesamt-Sequenzidentität der Proteine.
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einem bislang unbekannten Protein vorherzusagen.
Abbildung 4.13 zeigt den Anteil der korrekt identifizierten cis- und trans-
Prolylreste, wenn jeweils das beste in der PDB gefundene Alignment als
Vorhersagekriterium für die Konformation des Prolylrestes betrachtet wird.
Unter Einbeziehung aller Strukturen außer dem Originalprotein können 62%





























Abbildung 4.13: Vorhersagen der Konformation der Prolylbindung aufgrund von Se-
quenzalignments. Als Voraussage wurde jeweils die Konformation des Prolylrestes in der
mit bestem score alignten Sequenz gewählt. Gezeigt sind die Erkennungsraten von cis- und
trans-Prolylresten bei verschiedenen Obergrenzen der Güte des Alignments.
Um die Vorhersage unbekannterer Proteine mit geringer Ähnlichkeit zu
bekannten Proteinen zu simulieren, wurde die Vorhersage auch auf Grundlage
von Alignments unterhalb der in Abb. 4.13 angegebenen Scores durchgeführt.
Es fällt auf, daß die Vorhersagequalität in Bereichen, in denen die Familien-
zugehörigkeit noch problemlos ermittelt werden kann (score von ca. 200; vgl.
Abb. 5.7), die Voraussage der Konformation der Prolylbindung schwieriger
wird.
Statt nur das beste Alignment zur Auswertung heranzuziehen, kann auch
versucht werden, aus mehreren guten Alignments eine konsistente Aussage
zu treffen. Dazu wird ein gewichtetes Abstimmungsverfahren eingesetzt. Das
77
Gewicht jedes einzelnen Alignments sollte dabei vom Score abhängig sein,
Alignments mit cis-Prolinen positiv und solche mit trans-Prolinen negativ
zählen.
Zur Wichtung der Alignments wurde die Exponentialfunktion mit dem
Score im Exponenten gewählt (w = eλ·score, Abb. 4.14). Bei der Wahl von
λ = 0, 035 nimmt der AUC-Wert ein Maximum von 0,915 an. Durch zusätz-
liche Information auch schlechterer Alignments kann also im Vergleich zur
Modellierung nur nach dem besten Alignment noch eine Verbesserung erzielt
werden. Große Werte für λ entsprechen einer stärkeren Wichtung der Ali-
gnments mit großen Score und sind daher eher äquivalent zur Modellierung


















Abbildung 4.14: AUC-Werte der Vorhersage der Prolylbindung durch ein gewichtetes
Abstimmungsverfahren. Gezeigt ist die Abhängigkeit des AUC-Wertes vom Parameter λ
(s. Text).
4.10 Diskussion
Es konnte gezeigt werden, daß die Charakteristika der benachbarten Ami-
nosäuren sich zwischen cis- und trans-Prolylresten unterscheiden. Wie be-
reits von anderen Autoren berichtet [39, 184, 175], tritt dieser Unterschied
am deutlichsten bei der dem Prolylrest vorangehenden Aminosäure hervor.
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An dieser Stelle sind Tryptophan und Tyrosin vor cis-Prolylbindungen stark
überrepräsentiert.
In Übereinstimmung mit Pal und Chakrabarti [176] wurde gefunden,
daß aromatische und kleine Aminosäuren sowie Prolin selbst an Position -1
cis-Prolylbindungen begünstigen und verzweigtkettige aliphatische Reste die
Ausbildung von cis-Prolylbindungen erschweren.
Im Gegensatz zu Pal und Chakrabarti wurde aber kein positiver Einfluß
polarer Aminosäuren festgestellt. Die Begünstigung von cis-Prolylbindungen
nach aromatischen Aminosäuren könnte auf ein stacking der Ringe oder
CH· · ·π-Interaktionen zurückzuführen sein [176, 185].
Es konnte gezeigt werden, daß der Einfluß der Aminosäuren vor Prolyl-
resten in Proteinen und Peptiden qualitativ identisch ist [177] – ein Hinweis
darauf, daß die lokale Sequenzumgebung die cis-trans-Isomerisierung beein-
flußt. Auch der kleine Glycylrest an dieser Stelle begünstigt die Ausbildung
einer cis-Prolylbindung, was auf dessen sterische Flexibilität zurückzuführen
ist. Auch Phenylalanin und Tyrosin, nicht aber Tryptophan begünstigen als
Vorgänger des Prolylrestes eine cis-Peptidylbindung.
Eine Möglichkeit für das gehäufte Auftreten bestimmter Aminosäurere-
ste vor cis-Prolinen könnte eine höhere Affinität der betreffenden Protei-
ne zu Prolyl-Isomerasen (PPI) sein. Für die PPI Pin1 ist als eindeutiges
Sequenzmotiv ein Phosphatidylserin/-Threonin vor dem Prolylrest entschei-
dend [163]. Für Parvulin wurden R, L, F [186] oder G, A, V, I, L, F, W, H,
K und G [187] als bevorzugte Aminosäure vor Prolin berichtet, für FKBPs
ein acht-Aminosäuren-Motiv mit vielen basischen und aromatischen Resten
und zwei positiven Ladungen [188], und vor dem Prolin die Aminosäuren L,
F, I [189]. Cyclosporine bevorzugen A, V, L, E, F oder G an der Position vor
dem Prolylrest in Substraten [189]. Diese Sequenzmotive decken sich nicht
mit den Aminosäuremotiven, die die Ausbildung von cis-Prolylresten för-
dern, eine kinetische Limitierung für die Ausbildung der cis-Prolylbindung
kann daher nicht angenommen werden.
Während die Betrachtung der lokalen Sequenzumgebung allein keine ver-
läßliche Vorhersage der Konformation der Prolylbindung ermöglicht, ist die
Analyse breiterer Sequenzfenster informativer. Die verläßlichste Methode zur
Vorhersage der Bindungskonformation bleibt das Sequenzalignment und da-
her die Untersuchung von Homologie zu anderen Proteinen.
Da auch die Betrachtung von Resten außerhalb der direkten Sequenzum-
gebung des Prolylrestes die Vorhersagequalität noch steigert, kann geschlos-
sen werden, daß die Homologiebeziehungen zu anderen Proteinen und damit
long-range Effekte und nicht nur die lokale Sequenzumgebung die Konforma-
tion der Prolylbindung festlegen.
Diese Feststellung wird durch den Befund bestätigt, daß Sequenzidenti-
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täten von nur 20% schon ein verläßlicher Indikator für die Konformation der
Prolylbindung darstellen. Im Homologie-Modelling ist daher ein Modellbau
auf Grundlage des Proteins mit der größten Sequenzidentität ratsam [190].
Die Wichtigkeit von Prolylresten für Proteine wird auch in der Konser-
vierungsanalyse deutlich: während Prolylreste an sich schon höher konser-
viert sind als der Rest der Proteine, übertreffen cis-Prolylreste die trans-
Prolylreste noch im Grad ihrer Konservierung und wurden (nach Cystylre-
sten) als der am zweithöchsten konservierte Rest beschrieben [190].
Zusätzlich zum Konservierungsgrad unterscheidet sich auch das Austausch-
profil von cis- und trans-Prolylresten. Es konnte erwartet werden, daß der
flexible Glycylrest ein bevorzugter Substituent für cis-Prolylreste darstellt,
aber auch Cystein substituiert cis-Prolylreste häufiger als trans-Prolylreste.
Offensichtlich sind einige Aminosäuren besser als andere in der Lage, die
strukturelle Rolle von cis-Prolylresten zu übernehmen.
Der größte Unterschied tritt beim Alanin auf, das trans-Prolylreste in
16% der Fälle vertritt, während nur 10% der cis-Proline zu Alanin mutieren.
Die häufige Mutation von trans-Prolin zu Alanin kann durch die Ähnlichkeit
der Codons, die sich nur durch ein Nucleotid unterscheiden, erklärt werden,
während die Bevorzugung des Glycins als Substituent für cis-Prolin auf des-
sen strukturelle Flexibilität zurückzuführen ist.
Die Untersuchung hat gezeigt, daß cis-Prolylreste wichtige Aufgaben in
Proteinstrukturen erfüllen, einen größeren Grad an evolutionärer Stabilität
und ein gegenüber trans-Prolylresten verändertes Mutationsprofil zeigen. Im
Gegensatz zu lokalen Sequenzmotiven ist die Homologie zwischen Proteinen
ein wesentlich besserer Indikator für die Konformation von Prolylresten.
Kapitel 5
Globale Sequenzähnlichkeiten
5.1 Sequenzähnlichkeit und Homologie
Eines der größten Probleme in der Biologie ist das Rätsel der Proteinfal-
tung. Trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung ist allerdings der genaue
Mechanismus der Faltung noch unbekannt.
Um zu einer gegebenen Sequenz ein strukturelles Modell des Proteins zu
erhalten, gibt es die Möglichkeit des homology modelling und threading (zur
Übersicht s. [191]), die beide auf Vergleichen mit bereits bekannten Protein-
strukturen beruhen. Beim homology modelling wird ein Modell des Proteins
nach dem Muster eines Proteins bekannter Struktur und ähnlicher Sequenz
gebildet, beim threading wird die zu untersuchende Sequenz im Computer
auf die Struktur vieler bekannter Proteine abgebildet und die Wahrschein-
lichkeit der Richtigkeit des Modells anhand von berechneten Faltungsener-
gien beurteilt. Von Proteinen mit hinreichender Sequenzähnlichkeit zu einem
bekannten Protein kann angenommen werden, daß sie sich ähnlich wie das
Referenzprotein falten [29].
Dies beruht darauf, daß man bei hinreichender Sequenzähnlichkeit von
Proteinen davon ausgehen kann, daß diese evolutionär verwandt sind. Im
Verlauf der Evolution bleibt die Faltung des Proteins erhalten, um dessen
Funktion zu gewährleisten. Dies führt dazu, daß an den für die Faltung es-
sentiellen Positionen nur Aminosäuren toleriert werden, die eine ähnliche
Faltung der Peptidkette hervorrufen.
Über den Einfluß von Sequenzähnlichkeiten ohne evolutionären Hinter-
grund auf Ähnlichkeiten in der Faltung von Proteinen ist wenig bekannt.
Man kennt allerdings einige Beispiele für stark ähnliche Sequenzen ohne ent-
sprechende Ähnlichkeiten in der Faltung (sog. Chamäleon-Sequenzen, s. S.
18). Ein anderes Beispiel für Sequenzähnlichkeiten ohne evolutionären Hin-
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tergrund ist die inverse Sequenzähnlichkeit zwischen Proteinen, die im Fol-
genden untersucht werden soll.
5.2 Hat inverse Sequenzähnlichkeit eine Be-
deutung?
Für eine strukturelle Bedeutung von inverser Sequenzähnlichkeit könnte es
mehrere Gründe geben – bei einer Invertierung der Sequenz bleiben die Ami-
nosäurezusammensetzung und Nachbarschaften zwischen Aminosäuren be-
stehen. Das Hydropathieprofil bleibt ebenfalls erhalten. Auch Periodizitäten,
die zum Beispiel bei der Ausbildung von amphipathischen Helices eine Rolle
spielen, sind unverändert. Aufgrund dieser Eigenschaften wurde spekuliert,
daß invertiere Sequenzen sich zu einem Spiegelbild des originalen Proteins
falten, da das
”
Vertauschen“ von N- und C-terminalen Nachbarn einer Ami-
nosäure einer Spiegelung ähnelt [192].
Strukturvergleiche von kurzen Proteinabschnitten, die in beiden Durch-
laufrichtungen in der PDB vorkommen, zeigten häufig eine strukturelle Ähn-
lichkeit von Vorwärts- und inversen Sequenzen [30]. Aufgrund computerge-
stützter lattice model Studien an retro-Protein A kamen Olszewski et al. [193]
zu der Überzeugung, das invertierte Protein müsse die gleiche Faltung wie
das Originalprotein besitzen. Eine gespiegelte Struktur wird von den Auto-
ren auch aufgrund des Auftretens lingsgängiger Helices für unwahrscheinlich
gehalten.
Die B-Domäne von Protein A, eine SH3-Domäne und die B1-Domäne von
Protein G erwiesen sich invertiert jedoch als ungefaltet [194], ebenso wie syn-
thetisches (C. Frömmel, persönl. Mitteilung) oder in E. coli exprimiertes (H.
Böcker, persönl. Mitteilung) invertiertes Ubiquitin. Nach Zugabe von Trifluo-
roethanol, das α-Helices stabilisiert, ist die invertierte B-Domäne von Prote-
in A jedoch stabil (ohne Zugabe von Trifluorethanol war selbst die ursprüng-
liche Domäne ungefaltet). CD-Spektroskopie zeigte, daß das invertierte Pro-
tein eine dem Vorwärtsprotein ähnliche Sekundärstruktur-Zusammensetzung
und damit wahrscheinlich eine ähnliche Faltung aufweist [195].
Der leucine zipper GCN4 wurde ebenfalls invers synthetisiert und kristal-
lisiert [196, 197]. Das invertierte Protein bildet stabile Tetramere, und seine
Struktur ähnelt sehr stark der des Vorwärtsproteins – die Cα-Atome der bei-
den Strukturen lassen sich mit einem RMSD von 0.37 Å überlagern.
Als Beispiel für ein teilinvertiertes Protein kann α-Hämolysin mit inver-
tierter, 25 Aminosäuren langer Transmembrandomäne angeführt werden. Das
Protein ist funktionell und bildet Poren mit ähnlichen Eigenschaften wie das
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Originalprotein [198].
Die Symmetrie in der Sequenzinformation wird auch durch den Befund
deutlich, daß Sekundärstruktur-Vorhersageprogramme in den meisten Fällen
für invertierte Sequenzen die gleiche Vorhersage liefern wie für Vorwärtsse-
quenzen. Stimmt die Vorhersage überein, steigt die Vorhersagequalität um
4% [199].
Im Gegensatz zu Proteinen ist über kleinere Peptide mit invertierten Se-
quenzen wesentlich mehr bekannt. Retro-inverso-Peptide (invertierte Peptide
mit D- statt L-Aminosäuren) sind dem Originalpeptid strukturell meist sehr
ähnlich und werden seit langem als Peptidomimetika verwendet (zur Über-
sicht s. [200, 201]). Sie besitzen gegenüber dem Ausgangspeptid den Vorteil
einer erheblich größeren Stabilität, zum Beispiel gegen Proteasen. Beispie-
le von Peptiden, deren retro-inverso-Form als Peptidomimetikum benutzt
wird, sind Dermorphin, Enkephalin, Neurotensin und Somatostatin. Beson-
ders kleine porenbildende Peptide sind auch in ihren inverso-, retro- und
retro-inverso-Form funktionell. Beim Melittin hat die Retro-Form auch den
Vorteil, daß die unerwünschte hämolytische Wirkung bei gleichbleibender
antimikrobieller Wirkung entfällt [202]. Retro-Inverso-Analoga von Pepti-
den binden auch Antikörper gegen das Originalpeptid und lassen sich im
Gegenzug auch zur Herstellung von Antikörpern gegen das Ausgangspeptid
verwenden [203].
Viele Autoren fanden, daß Peptide und auch ganze Proteine aus D-Amino-
säuren die spiegelbildliche Struktur zu den entsprechenden L-Proteinen aus-
bilden (zur Übersicht s. [204]). Ein schlagender Beweis wurde durch die To-
talsynthese von D-HIV-Protease geführt – das Protein zeigt reziproke chirale
Spezifität zu Substraten und Inhibitoren wie das Originalprotein [205].
Die generelle Frage, ob invertierte Proteine eine definierte Struktur be-
sitzen, und ob diese Struktur der des Vorwärtsproteins ähnelt, bleibt jedoch
bestehen.
5.3 Zielsetzung
Anhand von Sequenzvergleichen und strukturellen Überlagerungen von Pro-
teinen bekannter Struktur soll herausgearbeitet werden, inwieweit eine inver-
se Sequenzähnlichkeit auch eine Ähnlichkeit der Struktur impliziert. Auch
die Hypothese, daß invertierte Proteine das Spiegelbild des Originalproteins
bilden, soll überprüft werden.
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5.4 Die PDB als Datenquelle
Die Protein Data Bank (PDB) enthielt zum Untersuchungszeitpunkt ca.
20 000 Proteinstrukturen. Dabei ist allerdings zu bedenken, daß besonders
interessante oder leicht zu kristallisierende Proteine in mehreren Struktu-
ren vorliegen und dadurch eine nichtrepräsentative Häufung dieser Prote-
ine (bias) erzeugt wird. Für die Untersuchung werden daher nichtredun-
dante Protein-Datensätze benötigt, die durch den PISCES-Server [179] be-
reitgestellt werden. Die Datensätze bestehen jeweils aus Proteinen mit eine
Auflösung von ≤2,5 Å und einem R-Faktor von ≤0,25, deren Sequenzidenti-
tät untereinander einen gewählten Schwellenwert unterschreitet. Je restrikti-
ver (kleiner) der Schwellenwert, desto kleiner ist der erhaltene Datensatz.
5.5 Inverse Sequenzaligments
Sequenzalignments sämtlicher Protein-Datensätze gegen sich selbst in gleich-
laufender und entgegengesetzter Durchlaufrichtung wurden mittels BLAST
[28] mit Standardparametern (BLOSUM62 Matrix [24, 206], gap penalty 11,
gap extension penalty 1) durchgeführt. Treffer mit einem E-Wert unter 10
wurden als potentiell signifikant gewertet. Alignments eines Proteins mit sich
selbst wurden nicht mitgezählt.
Zunächst fällt auf, daß bei restriktiverer Wahl des Sequenzidentitäts-
Schwellenwertes im Protein-Datensatz die Anzahl der Vorwärtsalignments
im Vergleich zu den erhaltenen inversen Alignments abnimmt (Abb. 5.1).
Während eine Vergrößerung des Protein-Datensatzes durch Zulassen grö-
ßerer Sequenzidentitäten innerhalb der Proteine im Datensatz zu einem li-
nearen Anstieg der inversen Alignments führt, steigt die Zahl an Vorwärts-
alignments wesentlich schneller an. Dies ist ein Indiz für das Vorkommen
von überrepräsentierten Gruppen homologer Proteine, die untereinander ei-
ne Vielzahl von Alignments ermöglichen (bias).
Ab einem Schwellenwert von 70% steigt die Anzahl dieser Gruppen rapide
an. Um also mit einem möglichst nichtredundanten Datensatz zu arbeiten,
der dennoch hinreichend viele Proteine enthält, erscheint ein Schwellenwert
von 50% gegenseitiger Sequenzidentität sinnvoll – die Zunahme an Vorwärts-
alignments ist in diesem Bereich noch annähernd linear, was für eine nur
geringe Häufung von Gruppen homologer Proteine spricht. Der Datensatz




































Abbildung 5.1: Anzahl der Vorwärts- und Rückwärtsalignments bei verschiedenen
Schwellenwerten der Sequenzidentität im Protein-Datensatz. Die Zahl der Vorwärtsali-
gnments sinkt bei restriktiverem Schwellenwert schneller als die Zahl der inversen Ali-
gnments. Über den Datenpunkten ist der Schwellenwert der Sequenzidentität im jeweiligen
Datensatz angegeben.
5.6 Alignments mit Zufallssequenzen
Wenn in Proteinsequenzen lokale Häufungen ähnlicher Aminosäuren auftre-
ten, sollte die gefundene Anzahl an Alignments mit invertierten Proteinen
größer als mit Zufallssequenzen sein. Daß derartige Häufungen auftreten, ist
seit langem bekannt: so finden sich zum Beispiel in Transmembranhelices
vermehrt hydrophobe Reste, in α-Helices und β-Sheets herrschen ebenfalls
bestimmte Reste vor, die zur Ausbildung der jeweiligen Sekundärstruktur
beitragen. Im Inneren von Proteinen häufen sich ebenfalls hydrophobe Re-
ste, während die Außenfläche eher von polaren Aminosäuren gebildet wird.
Diese Häufungen lassen sich mittels Markov-Modellen von Sequenzen si-
mulieren. Das einfachste Beispiel eines Markov-Modells ist ein Sequenzgene-
rator, der unabhängig von der vorangehenden Aminosäure stets entsprechend
der Häufigkeit der Aminosäuren im Proteom eine weitere Aminosäure an die
wachsende Kette anhängt. Bei Erhalt der Häufigkeiten von Aminosäurepaa-
ren ergibt sich ein Sequenzgenerator, der die Wahl der nächsten angefügten
Aminosäure jeweils von der vorangehenden Aminosäure abhängig macht. Auf
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die selbe Weise lassen sich Sequenzen erzeugen, deren Tripel- oder Quadru-
pelhäufigkeit usw. realen Sequenzen entspricht.
Um der Frage nachzugehen, inwieweit derartige Häufungen für das Zu-
standekommen inverser Alignments verantwortlich sind, wurden neue Prote-
in-Datensätze durch Durchmischen der Sequenzen und Markov-Generatoren
erzeugt. Anzahl und Länge der Proteine in diesen Datensätzen entsprach da-
bei dem Originaldatensatz. Die erhaltenen Protein-Datensätze wurden gegen
den ursprünglichen Datensatz aligniert (Tab. 5.1).
Tabelle 5.1: Anzahl von Alignments gegen eine Teilmenge der PDB mit 50%





MM (Paare erhalten) 21 669
MM (Tripel erhalten) 23 130
MM (Quadrupel erhalten) 24 469
invers 27 295
vorwärts 47 303
Die Anzahl inverser Alignments beträgt 125% der Anzahl von Alignments
mit durchmischten Sequenzen. Auch unter Beibehaltung der Häufigkeiten von
Tupeln ist die Zahl gefundener Alignments geringer als bei Invertierung der
Sequenz. Nach Invertierung sind die erhaltenen Sequenzen also
”
proteinähn-
licher“ als bei Erhalt der Tupel.
5.7 Generierung der Alignment-Datensätze
Um unter den inversen Alignments keine Häufung
”
einfacher“ Sequenzen
(wie z. B. AGAGAGA) zu erhalten, die sich auch in Vorwärtsrichtung äh-
neln, wurden sämtliche invers alignierte Proteinpaare nochmals vorwärts ali-
gniert. Paare, bei denen der Score eines Vorwärtsalignments den des inversen
Alignments übertraf, wurden aus dem Datensatz entfernt. Der endgültige
Alignment-Datensatz enthielt 26 315 inverse Alignments.
Um Vorwärts- und Rückwärtsalignments besser vergleichen zu können,
sollte die Verteilungen der Länge und des Alignment-Scores bei beiden mög-
lichst gleich sein. Daher wurde aus der Gruppe der Vorwärtsalignments eine
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Teilmenge gebildet, indem für jedes inverse Alignment das Vorwärtsalignment
mit der geringsten Differenz in Score und Länge in den Datensatz übernom-
men wurde. Dieser enthält somit jeweils die gleiche Anzahl von Alignments
































Abbildung 5.2: Längenverteilung bei Alignments verschiedener Sequenzen mit PDB-
Daten. Die Verteilungen für inverse, geshuffelte und Markov-Modell-Alignments sind iden-
tisch.
5.8 Strukturelle Überlagerungen
Um die Hypothese zu überprüfen, daß inverse Sequenzalignments eine struk-
turelle Ähnlichkeit implizieren, wurden die alignierten Proteine überlagert
[19] (Abb. 5.3 und 5.4). Dabei wird die Translations- und Rotationsbewe-
gung ermittelt, nach deren Anwendung die Summe der Abstandsquadrate
(RMSD) der miteinander alignierten Cα-Atome minimal wird. Um die Hy-
pothese zu prüfen, daß ein invertiertes Protein gegebenenfalls das Spiegelbild
der Originalstruktur bildet [192], wurden die invers alignierten Proteine auch
mit dem Spiegelbild der Originalproteine überlagert (Abb. 5.5).
Obwohl die Verteilung der Längen und Scores bei Vorwärts- und Rück-
wärtsalignments gleich ist, finden sich bei den Vorwärtsalignments in Abb. 5.3
zwei deutlich voneinander getrennte Punktwolken, die durch eine Trennlinie















Abbildung 5.3: RMSDs der überlagerten vorwärts alignierten Proteine. Eine Aufteilung
in strukturell bedeutungsvolle Alignments (kleine RMSDs) und offensichtlich ”falsche“ Ali-














Abbildung 5.4: RMSDs der überlagerten invers alignierten Proteine. Hier fehlt die Grup-
pe der strukturell bedeutsamen Alignments mit Längen über 50 Aminoäuren. Der hervor-















Abbildung 5.5: RMSDs der invers alignierten Proteine mit Spiegelbildern der Original-
proteine. Auch hier fehlt die Gruppe der strukturell bedeutsamen Alignments.
Vorwärtsalignments unter die Trennlinie, bei den inversen (Abb. 5.4) nur 99
von 19 073. Bei den gespiegelten Überlagerungen gibt es nur 7 Datenpunkte
unterhalb der Trennlinie. Offensichtlich sind die Vorwärtsalignments also zu-
mindest teilweise ein Indiz für strukturelle Ähnlichkeit, inverse Alignments
hingegen trotz gleicher Qualitätsmerkmale des Alignments nicht.
5.9 Familienzugehörigkeiten alignierter Pro-
teine
Sind die kleinen RMSD-Werte bei der Überlagerung der vorwärts alignierten
Proteine ein Indiz für Familienzugehörigkeiten? Es wäre durchaus denkbar,
daß durch das Alignment nur kleine strukturell ähnliche Bereiche gefunden
werden (zum Beispiel längere Helices, HTH-Domänen), ohne daß die betei-
ligten Proteine miteinander verwandt sind. Um dieser Frage nachzugehen,
wurden Proteine aus der SCOP-Datenbank [207, 183] mit höchstens 40%
paarweiser Sequenzidentität von der ASTRAL-Datenbank [208] bezogen und
untersucht.
Die SCOP-Datenbank bietet den Vorteil, daß sämtliche enthaltene Pro-
teine in ein System von Klassen, Superfamilien und Familien eingeteilt sind.
Dadurch ist es möglich, den Grad an Verwandtschaft zwischen zwei Protei-
nen durch einen Vergleich ihrer Zugehörigkeiten zu den einzelnen Klassen zu
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ermitteln. Der Datensatz aus SCOP enthält 3600 Proteinketten. Nach Ali-
gnierung durch BLAST wurden die einander zugeordneten Sequenzabschnitte














Abbildung 5.6: RMSDs der alignierten Proteine aus der SCOP-Datenbank. Rot: identi-
sche Superfamilie; blau: unterschiedeliche Superfamilie
Die Datenmenge bildet, ebenso wie die Vorwärtsalignments der PDB-
Proteine, zwei deutlich voneinander getrennte Teilmengen. Die schon bei der
Untersuchung der PDB-Proteine gefundene Trennlinie separiert auch hier
die beiden Teilmengen. Proteine, die mit kleinem RMSD überlagert werden
können, gehören meist zur gleichen Superfamilie. Die Trennlinie identifiziert
6 996 von 8 369 (83,6%) der Proteine der gleichen Superfamilie und 28 109
von 28 549 (98,5%) der Proteine unterschiedlicher Superfamilien. Die in den
Abbildungen benutzte Trennlinie ist somit geeignet, verwandte Proteine von
unverwandten zu trennen.
Ist inverse Sequenzähnlichkeit ein Indikator für die Familienzugehörigkeit
von Proteinen? Um diese Frage weiter zu klären, wurde eine nichtredundante
Teilmenge der SCOP-Datenbank mit weniger als 50% paarweiser Sequenzi-
dentität gleich- und gegenläufig aligniert. Wie aus Abb. 5.7 ersichtlich, ist
für Vorwärtsalignments schon ein Score von 250 ein guter Indikator für die
Zuordnung zu Proteinfamilien, während invers ähnliche Proteine nur in Aus-

























Abbildung 5.7: Anteil von vorwärts und invers alignierten Proteinen, die zur selben Fal-
tungsklasse, Superfamilie oder Familie gehören, in Abhängigkeit vom Score des Alignments.
5.10 Strukturelle Verwandtschaft
Um zu untersuchen, ob Proteinpaare unterhalb der Trennlinie auch bei den
PDB-Alignments verwandte Proteine umfassen, wurden derartige Paare un-
ter den Vorwärts- und Rückwärtsalignments einer umfangreichen visuellen
Prüfung unterzogen. Es zeigte sich, daß die betreffenden vorwärts alignier-
ten Proteine zum größten Teil homolog und damit evolutionär verwandt sind
oder zumindest gemeinsame Domänen umfassen, während die invers alignier-
ten Proteine unterhalb der Trennlinie strukturell und auch funktionell unter-
schiedlich sind.
72 der 99 Paare invers alignierter Proteine unterhalb der Trennlinie stel-
len einfache helikale Strukturen mit einer Länge von bis zu 49 Aminosäuren
dar, nur sieben Datenpunkte liegen im Größenbereich von Proteindomänen
(ab 50 Aminosäuren). Zwei dieser Paare umfassen Proteine, die sich nur in
ihrer Form ähneln: 1,4-β-D-Xylan-Xylanohydroxylase (1XYZ) und ein Tran-
skriptionsfaktor (1HZ4) sowie Alkalische Phosphatase (1KAP) und Rhamno-
galacturonase A (1RMG). Die beiden ersten Proteine bilden hufeisenförmige
Strukturen, die zweiten längere Zylinder aus β-Sheets. In beiden Fällen stim-
men die einander zugeordneten Sekundärstrukturen nicht überein.
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Ein Beispiel eines strukturell ähnlichen Proteinpaares mit inverser Se-
quenzähnlichkeit (hervorgehoben in Abb. 5.4) ist in Abb. 5.8 gezeigt. Es
handelt sich um Teile der Aldolase (PDB-Code 1EUA) mit Glycerol-Dehy-
drogenase (PDB-Code 1JQ5). Die beiden Proteine gehören unterschiedlichen
Faltungstypen an und sind auch funktionell nicht verwandt.
a) AGHTIVNELKKGNIAAEEVVFSGEASRNEVERIANIARKAEAAIVIGVGGGKTLDTAKAVADELDAYIVIVPTAAST
|| | | |:: |: | : |||::| : : || :| | || || :||||: |
b) AGAETVEALQQPNLVTGAGVIA-EPVEKAIARIADVACETRLTVELVRVGGAVLAKAMPVAHELKK-VVIVPVVPGT
c) TGAEVIAE V EKIA RID V AT VGGAVLAKAMPV HELKV
Abbildung 5.8: Teile der Aldolase (1EUA) zeigen inverse Strukturähnlichkeit mit ei-
nem Abschnitt der Glycerol-Dehydrogenase (1JQ5). Die Durchlaufrichtung des Peptid-
Rückgrats ist dabei entgegengesetzt. a: Sequenz der Aldolase; b: invers alignierte Glycerol-
Dehydrogenase; c: Überlagerte Cα-Atome der Glycerol-Dehydrogenase
Dennoch findet der Algorithmus zur strukturellen Überlagerung ohne Se-
quenzinformation [209], daß die beiden Proteine in unterschiedlicher Durch-
laufrichtung überlagert werden müssen (strukturelles Alignment in Abb. 5.8).
41 der 76 Cα-Atome können mit einem RMSD von 1.73 Å überlagert werden.
Ein visueller Vergleich der anderen Datenpunkte unterhalb der Trennlinie
in Abb. 5.4 zeigt jedoch, daß diese inverse strukturelle Verwandtschaft einen
Ausnahmefall darstellt. Andere mit kleinem RMSD überlagerte Proteine zei-
gen trotz kleinem RMSD keine ersichtliche strukturelle Verwandtschaft und
gehören auch nur in Ausnahmefällen gleichen Familien an.
92
5.11 Unterschiede zwischen Alignments
Die Charakteristika der Alignments zu beiden Seiten der Trennlinie unter-





nicht bedeutsamen“ Alignments zu
ermitteln, wurde das Auftreten von längeren Bereichen innerhalb des Ali-
gnments untersucht. Interessante Eigenschaften wären zum Beispiel konser-
vierte oder ähnliche Bereiche oder Bereiche mit Aminosäurefolgen gleicher
Eigenschaften (klein, geladen, hydrophob usw.). Beispielhaft ist in Abb. 5.9
die Häufigkeit von hydrophoben Bereichen steigender Länge in beiden Grup-
pen aufgezeigt. Als hydrophobe Bereiche zählen dabei Abschnitte, in denen



















Abbildung 5.9: Längenverteilung hydrophober Patches in allen und ”guten“ Alignments.
Längere hydrophobe Bereiche sind in Alignments mit kleinem RMSD überrepräsentiert.
Wie man erkennt, sind zwar längere Bereiche hydrophober Aminosäuren
in strukturell bedeutsamen Bereichen überrepräsentiert, der Effekt reicht je-
doch nicht für eine Beurteilung einzelner Alignments aus. Ähnliche Befunde
liefern auch die Untersuchungen anderer Bereiche. Auch inverse Alignments
unterscheiden sich in diesen Kriterien nicht von Vorwärtsalignments.
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5.11.1 Zuordnung von Sekundärstrukturen
Neben einer strukturellen Überlagerung ist auch die Zuordnung von Sekun-
därstrukturen von großem Interesse. Vorhersageprogramme liefern in den
meisten Fällen identische Resultate für invertierte und
”
Vorwärtsproteine“
[199]. Stimmen auch invers alignierte Proteine im gleichen Maße wie vorwärts
alignierte Proteine mit der Sekundärstruktur des Targetproteins überein?
Um diese Frage zu überprüfen, wurde zu den Proteinen aus der PDB
mittels DSSP [210] die Sekundärstruktur-Zuordnung bestimmt. Die Sekun-
därstruktur vorwärts und invers alignierter Proteine wurde mit den Sekun-
























































Abbildung 5.10: Übereinstimmung der Sekundärstrukturen vorwärts und invers alignier-
ter Proteine mit dem Targetprotein. Inverse Alignments erlauben eine bessere Zuordnung
als geshuffelte Alignments (Zufallszuordnung).
Die Abbildung zeigt den Prozentsatz korrekter Sekundärstrukturzuord-
nungen, wenn diese von Vorwärts-, inversen oder randomisierten Alignments
übernommen werden. Eine randomisierte Zuordnung entsprach dabei einem
zufälligen Mischen der mit den einzelnen Aminosäuren assoziierten Sekun-
därstrukturen.
Die Güte der Zuordnung mittels inverser Alignments liegt sowohl in der
Gesamtwertung (schwarze Balken) als auch bei Betrachtung von α-Helices
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oder β-Sheets zwischen der Zuordnung mittels Vorwärtsalignments und ran-
domisierter Zuordnung.
Zu beachten ist dabei, daß die Verteilung der Scores und Längen bei
Vorwärts- und Rückwärtsalignments identisch ist. Die Trefferquote der ran-
domisierten Zuordnung beruht dabei nur auf Häufungen innerhalb von Pro-
teinen (Proteine mit insgesamt hohem Anteil an α-Helices oder β-sheets).
Die Sekundärstrukturzuweisung aufgrund inverser Sequenzähnlichkeit zwi-
schen Proteinen kann zum Teil auf die Häufung von sekundärstruktur-be-
günstigenden Aminosäuren (zum Beispiel Alanin, Glutamat oder Leucin in
α-Helices) zurückzuführen sein. Auch die Beibehaltung von Periodizitäten,
die zum Beispiel charakteristisch für amphiphatische Helices sind, trägt zur
Ähnlichkeit in den Sekundärstrukturen von Proteinen mit inverser Sequenz-
ähnlichkeit bei.
5.12 Diskussion
Obwohl inverse Sequenzähnlichkeit zwischen Proteinen kein seltenes Phäno-
men darstellt, konnte trotz der Vielzahl von Beispielen keine Beziehung zur
strukturellen Ähnlichkeit hergestellt werden. Interessanterweise zeigen viele
Proteine selbstinverse Ähnlichkeit, die oft auf die Wiederholung von kleineren
Domänen oder Periodizitäten in Sekundärstrukturelementen zurückzuführen
ist. Selbstinvers ähnliche Proteine besitzen oft eine stark symmetrische Struk-
tur, zum Beispiel ring- oder faßförmig.
Proteine mit gegenseitiger inverser Sequenzähnlichkeit, deren Sequenzen
sich in gleichlaufender Richtung nicht ähneln, zeigen meist keine Ähnlich-
keit in den Strukturen. Als Ausnahme treten hier kurze helikale Bereiche
auf, die teilweise durch eine gleichgerichtete Alignierung der Sequenzen nicht
gefunden worden wären.
Die Untersuchung der Kriterien von Vorwärts- und Rückwärtsalignments
zeigte keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Die Längenvertei-
lung hydrophober Patches und die Verteilung der gaps unterscheidet sich
nicht hinreichend, um zwischen strukturell bedeutsamen und unbedeutenden
Alignments zu unterscheiden.
Obwohl die inversen Alignments zu einer schlechteren Strukturüberlage-
rung führten als die Vorwärtsalignments, konnten einige Helices mit inverser
Sequenzidentität aufgefunden werden. Im Gegensatz zur globalen Faltung ist
offenbar die räumliche Struktur der Sekundärstruktur-Elemente bei invertier-
ten Sequenzen eher konserviert.
Der Grund für das gehäufte Auftreten inverser Sequenzähnlichkeiten ist
unbekannt. Ein Grund wird sicher darin liegen, daß Cluster ähnlicher Ami-
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nosäuren, die in Proteinen oft zusammen auftreten, erhalten bleiben, ebenso
wie Periodizitäten, die bei der Ausbildung von α-Helices und β-Sheets eine
Rolle spielen.
Das Fehlen von größeren invers ähnlichen Proteinpaaren mit ähnlichen
Strukturen läßt vermuten, daß eine Invertierung der Sequenz zu ungefalte-
ten Proteinen oder Proteinen mit gegenüber dem Originalprotein veränder-
ter Faltung führt. Die Invertierung von Proteinsequenzen kann daher als eine
Methode zur Erzeugung von proteinähnlichen Sequenzen unter Beibehaltung
der Aminosäurezusammenseztung, Nachbareffekten und Periodizitäten die-




In der vorgelegten Arbeit sollten mehrere Aspekte der Ähnlichkeit zwischen
chemischen Kleinstrukturen und Proteinen untersucht werden. Es zeigte sich,
daß der Begriff der Ähnlichkeit je nach untersuchtem Teilgebiet anders auf-
gefaßt werden muß.
Beim Vergleich von Kleinstrukturen sind strukturelle Merkmale wie das
Vorhandensein oder die Abwesenheit von chemischen Gruppen ein häufig
angewandtes Kriteriium, das durch den Tanimoto-Koeffizienten als Ähnlich-
keitsmaß verglichen werden kann. Für die untersuchte Wirksamkeit gegen
die Aggregation des Prionproteins ist allerdings ein allgemeines Maß wie der
Tanimoto-Koeffizient nicht ausreichend: während zum Beispiel im Falle der
Phenothiazine selbst geringe Ähnlichkeiten zu wirksamen Substanzen auf Ak-
tivität schließen läßt, sind selbst Strukturen mit großer Ähnlichkeit zum Ste-
roid Budenosid selbst inaktiv (vgl. Tab. 2.1). Im ersteren Fall ist also eine
Ähnlichkeit zwischen den untersuchten Substanzen pharmakologisch bedeut-
sam, während die strukturell eng verwandten Steroide ein weites Spektrum
an verschiedenen Wirkungen aufweisen.
Durch eine Kombination von 2D- und 3D-Ähnlichkeitssuchen ist es gelun-
gen, neben Substanzen mit großer chemischer Ähnlichkeit zu den Ausgangs-
substanzen auch Wirkstoffe aus neuen chemischen Substanzklassen (scaffold
hopper) aufzuspüren. Ergebnisse der experimentellen Prüfung dieser Struk-
turen können als weitere Information in neue Struktursuchen einfließen.
Die auf diese Weise aufgefundenen Wirkstoffe zeigen eine interessante
Eigenschaft: sie sind, gemessen am Vorhandensein chemischer Gruppen, un-
ähnlich, ähneln sich aber strukturell. Die Ergebnisse der experimentellen Te-




Ähnlichkeiten zwischen Sequenzmotiven wurden am Beispiel der Wech-
selwirkung mit dem Importrezeptor peroxisomaler Membranproteine unter-
sucht. Eine positionsspezifische Matrix läßt Ausagen darüber zu, ob eine un-
tersuchte Sequenz an Pex19 bindet oder nicht. Die Matrix kann selbst Pepti-
den, die sich nicht ähneln, eine Ähnlichkeit bezüglich ihrer Affinität zu Pex19
zuweisen. Dies liegt darin begründet, daß an jeder der neun prediktiven Po-
sitionen andere Charakteristika der beteiligten Aminosäuren bedeutungsvoll
sind.
Mit Hilfe dieser Matrix konnten Pex19-Bindestellen diverser humaner per-
oxisomaler Membranproteine vorhergesagt und experimentell bestätigt wer-
den. Dies zeigt, daß die Pex19-Bindung an definierte Targetsignale in per-
oxisomalen Membranproteinen erfolgt, Pex19 also demnach ein spezifischer
Importrezeptor und kein unspezifisch bindendes Chaperon ist. Zum anderen
konnte durch diesen Befund die Konservierung der Bindestelle von der Hefe
zum Menschen nachgewiesen werden.
Die Bedeutung lokaler Sequenzähnlichkeiten in Proteinen wurde am Bei-
spiel der cis-Prolylbindung untersucht. Hier zeigte sich, daß eine Bewer-
tung aufgrund der Charakteristika der Aminosäuren in der Nachbarschaft
des Prolylrestes mittels Matrizen nur zu unbefriedigenden Ergebnissen führt.
Im Gegensatz zu Ähnlichkeiten zwischen peroxisomalen Targetingsequenzen
sind die Gemeinsamkeiten von Proteinen mit cis-Prolylbindung offensichtlich
schwerer faßbar. Dies ist auch dadurch erklärbar, daß Pex19-Interaktionspart-
ner zur Interaktion mit ihrem Bindungspartner gemeinsame Merkmale auf-
weisen müssen (
”
Schlüssel-Schloß-Prinzip“ [211]), während dies zur Ausbil-
dung eines gemeinsamen strukturellen Merkmals, hier der cis-Prolylbindung,
nicht zwingend erforderlich ist.
So ist es durchaus denkbar, daß unterschiedliche Zusammenstellungen
von Aminosäuren trotz fehlender Ähnlichkeit gleichermaßen zur Ausbildung
von cis-Prolylbindungen führen. Ähnelt hingegen ein Sequenzmotiv einem
der vielen möglichen, zur Ausbildung der cis-Peptidylbindung führenden
Motive, so ist die Wahrscheinlichkeit gegeben, daß dies ebenfalls eine cis-
Peptidylbindung ausbildet. Daher war in diesem Falle die Vorhersage mittels
Alignments oder Vergleichen zu anderen Sequenzmotiven deutlich erfolgrei-
cher als das Anwenden einer Vorhersagematrix.
Durch die Untersuchung inverser Sequenzähnlichkeiten wurde der Einfluß
von scheinbaren Gemeinsamkeiten zwischen Proteinen ohne evolutionären
Ursprung evaluiert. Es konnte gezeigt werden, daß eine inverse Sequenzähn-
lichkeit zwischen Proteinen entgegen früheren Erwartungen keine strukturelle
Ähnlichkeit impliziert. Lediglich kleinere Sekundärstrukturelemente, darun-
ter Helices bis zu einer Länge von 49 Aminosäuren, zeigen bei inverser Se-
quenzähnlichkeit vergleichbare Raumstrukturen.
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Als offene Frage verbleibt der Grund für ein gehäuftes Auftreten inver-
ser Sequenzähnlichkeit zwischen Proteinen. Offensichtlich führen Periodizitä-
ten und Häufungen ähnlicher Aminosäuren dazu, daß invertierte Sequenzen
”
proteinähnlicher“ als randomisierte Sequenzen sind, ohne Rückschlüsse auf
Ähnlichkeiten in der Faltung zu erlauben.
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dreas Hoppe und Thorsten Pöschel ist zu verdanken, daß meine Begeisterung
für LATEX geweckt wurde. Björn Peters unterwies mich in der hohen Kunst der
Vorhersage durch stabilisierte Matrizen, und heiße wissenschaftliche Streit-
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